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MEHANIZMI UKLJUČENI U REGULACIJU SMANJENE 
ENDOKRINE FUNKCIJE LAJDIGOVIH ĆELIJA TOKOM STARENJA 
 
SAŽETAK 
 
Reproduktivno starenje muškaraca razvija se uporedo sa starenjem organizma, a 
manifestuje se značajnim promena u funkciji endokrinog sistema i smanjenim 
fekunditetom. U kontekstu izmenjene funkcionalnosti endokrinog sistema ističe se 
smanjen nivo testosterona koji zajedno sa brojnim psiho-fizičkim promenama smanjuje 
kvalitet života jedinke. Konstantno produženje životnog veka i potencijalno neželjena 
dejstva zamenske terapije androgenima usmeravaju buduća istraživanja ka boljem 
razumevanju molekularnih osnova muškog hipogonadizma i pospešivanju endogene 
produkcije androgena u starijem životnom dobu muškaraca. U skladu sa iznetim 
činjenicama i usmerenjma postavljeni su sledeći ciljevi istraživanja: 1. Karakterizacija 
staračkog hipogonadizma kod pacova soja Wistar kao modela za istraživanje 
reproduktivnog starenja; 2. Ispitivanje udela promena cAMP- i cGMP-signalizacije u 
formiranju starog fenotipa Lć.  
Najvažnijim rezultatima ustanovljeno je da starenje Wistar pacova prati pojava primarnog 
hipogonadizma koji je iskazan smanjenom produkcijom testosterona i smanjenim 
eksprimiranjem steroidogenih gena i proteina od dvanaestog meseca. Zajedno sa 
smanjenim androgenim kapacitetom poremećena je i cAMP, MAPK i NO-cGMP 
signalizacija kao i energetska homeostaza u Lć starog fenotipa. Tokom istraživanja 
ustanovljeno je da smanjen nivo cAMP nije jedini uzročnik smanjenog androgenog 
kapaciteta, a akutna i hronična inhibicija PDE5 povećava steroidogeni kapacitet i 
normalizuje energetsku homeostazu u Lć starog fenotipa. Takođe je ustanovljeno da 
cAMP i cGMP različito regulišu energetsku homeostazu Lć, pri čemu cGMP normalizuje 
parametre funkcionalnosti mitohondrija i eksprimiranje regulatora energetske 
homeostaze. 
Ključne reči: Starenje, hipogonadizam, Lajdigove ćelije steroidogeneza, cAMP, MAPK, 
NO-cGMP, PDE5, energetska homeostaza.       
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THE MECHANISMS INVOLVED IN THE REGULATION OF IMPAIRED 
LEYDIG CELLS ENDOCRINE FUNCTION DURING AGING 
ABSTRACT 
 
Reproductive aging of males develops along with the aging of the organism, and it is 
manifested by a significant change in the endocrine system and decreased fecundity. The 
decreased level of testosterone stands out in the context of the changed functionality of 
the endocrine system which together with numerous psycho-physical changes, reduces 
the quality of life of the individual. In respect with extended human life and undesirable 
effects of androgens replacement therapy, further investigations has been dedicated to 
better understanding of male hypogonadism by the molecular approach as well as 
endogen testosterone production during the aging. According to the presented facts we 
defined the two aims of the study: 1. Characterization of the age-related hypogonadism 
in the male Wistar rats as a model for reproductive aging, and 2. Investigation of the 
impact of a cAMP and a cGMP disturbances in development of aged Leydig cells. 
Our results showed appearance of primary hypogonadism during the aging of male Wistar 
rats, including impair testosterone production and impaired expression of steroidogenic 
genes and proteins from the 12th month of age. Beside that cAMP, MAPK and NO-cGMP 
signaling has been disturbed in aged Lc as well as energy homeostasis. We also showed 
that less production of cAMP is not the only cause of aged Lc sub-functionality and that 
acute and chronic inhibition of the PDE5 showed positive effect at steroidogenesis and 
energy homeostasis in aged Lc. Further, cAMP and cGMP differently regulated energy 
homeostasis of aged LC, with positive impact of the cGMP treatment on mitochondrial 
functionality and energy homeostasis regulators.         
Key words: Aging, hypogpnadism, Leydig cells, steroidogenesis, cAMP, MAPK, NO-
cGMP, PDE5, energy homeostasis         
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PREDGOVOR 
 
Starenje muškaraca prati sporo ali konstantno smanjenje produkcije testosterona koje 
počinje nakon treće decenije života, a subfiziološke koncentracije testosterona nejčešće 
se javljaju nakon pete decenije života. Nizak nivo testosterona dovodi se u vezu sa 
brojnim psiho-fizičkim promenama organizma koje podrazumevaju smanjenje libida, 
erektilnu disfunkciju, izostankom jutarnje erekcije, zamor, smanjenje mišićne mase, 
povećanje masnih naslaga, osteoporozu, anksioznost, depresiju itd. Kako pomenute 
promene smanjuju kvalitet života individue i uz sve veći broj osoba starijih od šezdeset 
godna, poslednje dekade obeležene su intenzivnom upotrebom androgenih anabolika. 
Potencijalno neželjena dejstva androgenih anabolika i svest o zdravom starenju 
aktuelizuju ispitivanja Lć starog fenotipa i mogućnosti pospešivanja endogene produkcije 
testosterona. Najveći broj informacija o funkcionalnim promenama Lć starog fenotipa 
dobijen je u istraživanjima sa pacovima soja Norwegian brown rat kod koga je sastavni 
deo starenja pojava primarnog hipogonadizma. Sa druge strane najeveći broj informacija 
o uzrocima i posledicama izmenjenog nivoa testosterona tokom starenja ljudi dobijen je 
radom EMAS (engl. European Male Aging Study), ASA (engl. American Society of 
Andrology) i sroidnih organizacija. Analiziranjem rezuzltata dobijenih i jednim i drugim 
tipom istraživanja i uz svest o ograničenosti upotrebe postojećeih životinjskih modela i 
interpretacije rezultata na humanu populaciju neprestano se javlja potreba za korišćenjem 
novih životinjskih modela i eksperimentalnih pristupa za istraživanje starčkog 
hipogonadizma. Uz sve iznete činjenice i u cilju boljeg razumevanja molekularnih osnova 
staračkog hipogonadizma prvi deo ove disertacije posvećen je definisanju Wistar pacova 
kau modelu staračkog hipogonadizma, definisanju profil promena cAMP, MAPK i NO-
cGMP signalizacije u Lć starog fenotipa i definisanju promena energetske homeostaze u 
Lć starog fenotipa. Drugi deo istraživanja posvećen je ispitivanju uticaja akutne i hronične 
inhibicije PDE5 na steroidogenezu i energetsku homeostazu Lć starog fenotipa, kao i 
nezavisnom uticaju cAMP i cGMP na steroidogeni kapacitet i energetsku homeostazu Lć 
starog fenotipa.      
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1.1. Endokrina funkcija Lajdigovih ćelija i primarna regulacija cAMP 
signalizacijom 
Testisi čine sastavni deo muškog reproduktivnog i endokrinog sistema čija je osnovna 
funkcija produkcija androgena i muških polnih ćelija. Sastoje se iz seminifernih tubula u 
kojima se odvija spermatogeneza i intersticijuma u kome se odvija produkcija androgena. 
Veličina intersticijuma varira između predstavnika različitih vrsta i zavisi od stepena 
steroidogene aktivnosti testisa. U njemu se nalaze Lajdigove ćelije (Lć), makrofage, 
fibroblasti, mioidne ćelije, limfociti, plazma ćelije krvni i limfni sudovi. Lć zauzimaju 
blizu 50% intersticijumskog prostora i  kod adultnih mužjaka pacova njihov broj se kreće 
oko 30 miliona po testisu (Hardy i sar., 1989; Martin, 2016). Osnovna funkcija Lć je 
produkcija  testosterona (koji se u pojedinim perifernim tkivima prevodi u potentniju 
formu 5α-dihidrotestosteron (5α-DHT)) i manje potententnih androgena androstendiona 
i dehidroepiandrosterona (DHEA). Od puberteta testosteron produkuju zrele adultne Lć 
(ALć) koje se karakterišu visokim steroidogenim kapacitetom, okruglim oblikom i 
krupnim jedrom a nalaze se u segregacijama. Osim zrelih ALć, tokom adultnog perioda 
u testisima se nalaze stem Lć, progenitorne i nezrele Lć (Chen i sar., 2009).  
Drugi najvažniji endokrini produkt Lć je insulinu sličan faktor 3 (engl. Insulin-like factor 
3, INSL3), koji shodno strukturi spada u subfamiliju relaksina u okviru insulinske 
superfamilije. Osnovne fiziološke funkcije INSL3 su regulacija spuštanja testisa u 
skrotume i preživljavanje germinativnih ćelija, kao i maturacija i transporta 
spermatozoida. Produkcija INSL3 ne zavisi od akutnog dejstva luteinizirajućeg hormona 
(engl. Luteinizing hormone, LH) već od funkcionalnosti Lć, što ga čini pogodnim 
markerom njihove funkcionalnosti (Bay i Andersson, 2011).    
   
1.1.1. LH-cAMP signalni put i biosinteza testosterona  
Sinteza testosterona je složen multienzimski i multikompartmanski proces koji se dešava 
kao odgovor Lć na vezivanje LH adenohipofize za receptore na njihovoj membrani. Čitav 
proces može se podeliti u tri faze: 
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1. povećanu unutarćelijsku produkciju cikličnog adenozin monofosfata (engl. 
Cyclic adenosine monophosphate, cAMP) i aktivaciju protein kinaze A (cAMP 
zavisna protein kinaza, engl. Protein kinase A. PRKA); 
2. transport i unos holesterola u mitohondrije; 
3. transformaciju holesterola do testosterona posredstvom steroidogenih enzima u 
mitohondrijama i endoplazmatskom retikulumu.  
Vezivanje LH za receptore (G-protein vezujući receptor, engl. G protein-coupled 
receptor, GPCR) na membrani Lć dovodi do povećanja nivoa unutarćelijskog cAMP. 
Interakcijom hormona sa receptorom dolazi do aktivacije i odvajanja Gαs subjedinice 
proteina, koja aktivira membranski vezanu adenil cikalazu (engl Adenylate cyclase, 
ADCY) odgovornu za sintezu cAMP od adenozin-trifosfata (engl. Adenosine 
triphosphate, ATP) (Dufau, 1988). Regulacija steroidogeneze omogućena je aktivaciom 
cAMP zavisne protein kinaze A koja, shodno izoformi, fosforiliše različite proteine i u 
akutnom i/ili hroničnom maniru podstiče steroidogenezu (Payne i Youngblood, 1995; 
Stoccco, 2006). Akutna regulacija steroidogeneze podrazumeva povećan transport 
holesterola do unutrašnje mitohondrijske membrane i zahteva angažovanje izoforme 
PRKA2. Hronična regulacija steroidogeneze podrazumeva regulaciju eksprimiranja 
translokatornih proteina i proteina steroidogene mašinerije, a u slučaju eksprimiranja 
steroidogenog akutnog regulatora (engl. Steroidogenic acute regulatory protein, StAR) 
posredovana je izoformom 1 PRKA (Dyson i sar., 2009). 
Holesterol je prekursor za biosintezu svih steroidnih hormona. Steroidogene ćelije 
preuzimaju holesterol od cirkulišućih lipoproteina (engl. high-density lipoproteins, HDL 
i engl. low-density lipoproteins, LDL) (Gwyne i Strauss, 1982; Miller, 2013) ili koriste 
holesterol nastao de novo sintezom od acetata u složenom procesu koji se odigrava u 
endoplazmatskom retikulumu (Mason i Rainey, 1987; Porter i Herman, 2011). 
Steroidogene ćelije glodara dominantno preuzimaju holesterol od HDL, u interakciji ovih 
lipoproteina sa receptorom na membrani steroidogenih ćelija (engl. Scavinger receptor 
B1, SR-B1) (Harton i sar., 2002). Za razliku od steroidogenih ćelija glodara, humane 
steroidogene ćelije holesterol preuzimaju od LDL procesom endocitoze posredovane 
receptorom (Brown i sar., 1979; Miller, 2013). Nakon preuzimanja holesterola sledi 
proces njegovog odvajanja od nosača u procesu koji katalizuju specifične lipaze uz učešće 
transportnih proteina NPC1 i 2 (engl. Niemann-Pick disease type C). U steroidogenim 
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ćelijama glodara odvajanje holesterola od nosača i oslobađanje holesterola vrši hormon 
senzitivna neutralna lipaza (engl. Hormone-sensitive neutral lipase, HSL), dok u 
humanim ćelijama isti proces katališe lizozomalna kisela lipaza (engl. Lysosomal acid 
lipase, LAL) (Kraemer i Shen, 2002). Nastali slobodni holesterol raspoloživ je za proces 
steroidogeneze ili se može deponovati u ćelijama u vidu lipidnih kapi (proces zahteva 
reesterifikaciju holesterola posredstvom acil-koenzim-A-holesterol-acil transferaze, engl. 
Acyl-coemzyme A-cholesterol acyltransferase, ACAT (SOAT1)). U slučaju 
steroidogeneze indukovane pomoću LH/ACTH (Adrenokortikotropni hormon, engl. 
Adrenocorticotropic hormone, ACTH), visok nivo unutarćelijskog cAMP inhibiše 
aktivnost SOAT1 čineći slobodni holesterol raspoloživim za proces steroidogeneze. U 
ovakvom scenariju slobodni holesterol kroz hidrofilnu citoplazmatsku sredinu do 
mitohondrija dolazi putem vezikularnog ili nevezikularnog transporta (Miller, 2013). U 
slučaju nevezikularnog transporta prenos holesterola do mitohondrija vrše StarD proteini 
- familija proteina strukturno slična StAR proteinu, ali bez signalne mitohondrijske 
sekvence čime je onemogućena njihova interakcija sa mitohondrijama (Rodriguez-Agudo 
i sar., 2008). StarD proteini predaju holesterol proteinima lokalizovanim oko spoljašnje 
mitohondrijske membrane odgovornim za transport holesterola do unutrašnje 
mitohondrijske membrane (Miller i Auchus, 2011). Osim StarD proteina, u nespecifičan 
transport lipida i sa malim udelom uključen je i SCP2 protein (engl. Sterol career protein,) 
(Gallegos i sar., 2001; Miler i Auchus, 2011). 
Prenos holesterola do unutrašnje mitohondrijske membrane tj. njegov transport kroz 
hidrofilni intermembranski prostor predstavlja limitirajući korak steroidogeneze i odvija 
se pomoću kompleksne proteinske mašinerije nazvane transduceozom (Mesmin i 
Maxfield, 2009). Transduceozom čine proteini locirani u citoplazmi, spoljašnjoj i 
unutrašnjoj mitohondrijskoj membrani koji preuzimju holesterol iz citoplazme i 
obezbeđuju kontakt između spoljašnje i unutrašnje mitohondrijske membrane (Rone i 
sar., 2009 a,b). Preuzimanje holesterola iz citoplazme vrši StAR koji predstavlja 
citoplazmatski protein transduceozoma i čijom se fosforilacijom u procesu akutne 
regulacije steroidogeneze unos holesterola u mitohondrje višestruko povećava (Miller, 
2007). Akutna regulacija steroidogeneze tj. fosforilacija prekusorske forme StAR na 
poziciji Ser 195 omogućena je katalitičkim delovanjem PRKA koja zajedno sa StAR 
predstavlja citoplazmatski protein transduceozoma (Arkane i sar., 1997). U 
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steroidogenim tkivima StAR postoji u vidu prekursorske i zrele forme koje se razlikuju u 
pogledu molekulske mase, funkcionalnosti i lokalizovanosti. Prekursorsku formu 
predstavlja StAR od 37 kDa koji poseduje signalnu sekvencu za mitohondrije, 
funkcionalan je na spoljašnjoj mitohondrijskoj membrani i posreduje u procesu akutne 
regulacije steroidogeneze. Zrelu formu predstavlja neaktivan protein, lokalizovan unutar 
mitohondrija i čija je molekulska masa 30 kDa (Miller, 2007). Dalji transport holesterola 
vrši se putem kontakta spoljašnje i unutrašnje mitohondrijske membrane, a koji nastaje u 
interakciji transduceozomskih proteina lociranim u spoljašnjoj (translokatorni protein, 
engl. Tlanslocator protein, TSPO i voltažnozavisni anjonski kanal, engl. Voltage-
dependent anion channel, VDAC) i unutrašnjoj (adenin nukleotid translokator, engl. 
Adenine nucleotide translocator, ANT) mitohondrijskoj membrani. Konačno, nakon 
preuzimanja iz citoplazme otpočinje prevođenje holesterola do testosterona u procesu koji 
katališu enzimi iz grupe citohrom P450 hem-proteina (engl. Cytochrome P450, CYP) i 
hidroksisteroid dehidrogenaza (engl. Hydroxysteroid dehydrogenase, HSD) locirani u 
mitohondrijama i endoplazmatskom retikulumu (Miller, 2013).  
CYP enzimi sadrže jednu hem grupu, građeni su od približno 500 aminokiselina, nalaze 
se u mitohondrijama i endoplazmatskom retikulumu (Nebert i sar., 2013) i prisutni su kod 
svih organizama od bakterija do životinja (Nelson i sar., 1996). Za sintezu testosterona 
najvažniji su: citohrom P450 enzim koji cepa bočni lanac holesterola (engl.  Cytochrome 
P450 side chain clavage enzyme, P450scc, CYP11a1) i 17α-hidroksilaza/C17-20 liaza 
(engl. Cytochrome P450 17-alpha-hydroxylase/C17-20 lyase, CYP17A1). HSD enzimi 
pripadaju tzv. superfamiliji kratkih lanaca alkohol dehidrogenaza reduktaza i učestvuju u 
reakcijama redukcije i oksidacije steroidnih hormona (Penning, 1997). Za sintezu 
testosterona najvažnije su 3β-hidroksisteroid dehidrogenaza (engl. 3-beta-hydroxysteroid 
dehydrogenase, HSD3B) i 17β-hidroksisteroid dehidrogenaza (engl. 17-beta- 
hydroxysteroid dehydrogenase, HSD17B), a jedna od osnovnih razlika ove dve grupe 
enzima je ta što su CYP enzimi uvek produkti jednog gena dok kod HSD enzima postoje 
izoforme koje karakteriše tkivna specifičnost i katalitička aktivnost (dominantna 
dehirogenazna ili reduktazna aktivnost) (Payne i Hales, 2004).  
U prvoj reakciji steroidogeneze holesterol se pod dejstvom CYP11a1 enzima u 
dvostepenoj reakciji prevodi do pregnenolona i izokaproaldehida. U prvom koraku vrši 
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se hidroksilacija holesterola na pozicijama C20 i C22, pri čemu nastaje 20,22R-
hidroksiholesterol. U drugom koraku kida se veza između 20-og i 22-og ugljenikovog 
atoma pri čemu nastaje pregnenolon (prvi C-21 steroid). Za odvijanje reakcije potrebna 
su tri molekula kiseonika, tri molekula NADPH i učešće mitohondrijskog elektron-
transfer sistema (flavoprotein feredoksin reduktaza (engl. Ferredoxin-NADP reductase, 
FdxR) i gvožđe sulfor protein feredoksin, (engl. Ferredoxins, Fdx). Nastali pregnenolon 
se transportuje u endoplazmatski retikulum gde se pod dejstvom HSD3B dehidroksiluje i 
izomerizuje do progesterona. Progesteron se usled hidroksilazne aktivnosti CYP17A1 
enzima prevodi prvo do 17-hidroksiprogesterona, a zatim usled liazne aktivnosti istog 
enzima do androstendiona (C-19 steroid; Slika 1.1.1.) koji se dejstvom HSD17B redukuje 
do testosterona.. Opisani nastanak C-19 steroida naziva se Δ4 put biosinteze androgena i 
dominantan je kod glodara. Osim njega postoji i Δ5 put koji je dominantan kod ljudi, a 
razlikuje se od prethodnog po tome što od pregnenolona dejstvom CYP17A1 enzima 
nastaje 17-hidroksipregnenolon, a zatim  dehidroepiandrosteron (C-19 steroid). 
Dehidroepiandrosteron se dejstvom HSD17B prevodi do androstendiola koji pod 
dejstvom HSD3B prelazi u testosteron (Payne i Hales, 2004). 
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Slika 1.1.1. Uloga LH-cAMP-PRKA signalnog puta regulaciji  sinteze testosterona. Tonična sekrecija 
gonadotropnog oslobađajućeg hormona (engl. Gonadotropin releasing hormone, GnRH) hipotalamusa 
stimuliše sekreciju LH adenohipofize. Vezujući se za receptore na Lć, LH uzrokuje povećanje cAMP i 
aktivaciju PRKA koja u akutnom i hroničnom maniru stimuliše steroidogenezu. Akutna podrška 
steroidogeneze podrazumeva aktivaciju proteina odgovornih za razgradnju estara i oslobađanje holesterola 
(holesterol esteraze, engl. Cholesterol esterase,  CHE/ HSL) kao i aktivaciju StAR čime se povećava unos 
holesterola u mitohondrije. Nakon unošenja u mitohondrije holesterol se transformiše do pregnenolona koji 
se transportuje u endoplazmatski retikulum i preko niza međuprodukata transformiše do testosterona. 
Hronična podrška steroidogenze podrazumeva aktivaciju transkripcionih faktora čime se povećava 
eksprimiranje gena steroidogene mašinerije.  
 
Osim akutne regulacije i iniciranja steroidogeneze, povećan nivo cAMP uključen je i u 
hroničnu regulaciju steroidogeneze. Hronična regulacija steroidogeneze putem cAMP 
podrazumeva njegovo angažovanje u kontroli eksprimiranja gena koji kodiraju proteine 
odgovorne za aktivaciju cAMP-PRKA signalne kaskade, transport i transformaciju 
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holesterola do testosterona. U kontekstu pomenute regulacije najviše je istražen uticaj 
cAMP na eksprimiranje i/ili aktivaciju Orfanskog nuklearnog receptora-steroidogenog 
faktora 1 (engl. Steroidogenic factor 1, SF1, NR5A1) koji stimuliše eksprimiranje Lhr, 
Star, Cyp11a1, Hsd3b i Cyp17. cAMP stimuliše eksprimiranje Sf1/SF1 i povećava 
njegovu aktivnost. Aktivacija SF1 proteina moguća je njegovom fosforilacijom od strane 
PRKA ili produkcijom fosfatne kiseline (ligand za SF1, a za čije je nastajanje potrebna 
aktivacija diacilglicerol kinaze (engl. Dyacilglycerol, DAG) putem cAMP. Osim opisane 
regulacije, eksprimiranje i aktivnost SF1 podložni su i modulaciji od strane ERK2 (engl. 
Extracellular signal-regulated kinase 2) čija fosforilacija uzrokuje interakciju SF1 sa 
dugim kofaktaorima čime se kontroliše eksprimiranje gena steroidogene mašinerije 
(Payne i Halles, 2004; Schimmer i White., 2010). 
Od svih proteina uključenih u sintezu testosterona najbolje je istražena kontrola 
eksprimiranja Star čije se eksprimiranje povećava u slučaju hormonske stimulacije. 
Transkripcioni faktori odgovorni za eksprimiranje Star mogu se podeliti na konstantno 
prisutne u ćeliji koji se aktiviraju posttranslacionim modifikacijama od kojih je 
najznačajnija fosforilacija, kao i na transkripcione faktore koji se de novo sintetišu. 
Konstantno prisutni transkripcioni faktori koji učestvuju u bazalnom eksprimiranju StAR 
su SF1, LRH1 (engl. Liver receptor homolog 1, NR5A2), COUP-TFII (engl. COUP 
transcription factor 2, NR2F2), GATA4 (engl. GATA binding protein 4,), C/EBPβ (engl. 
CCAAT/enhancer-binding protein beta), SP1 (engl. Specificity protein 1), CREB/CREM 
(engl. cAMP response element binding protein/cAMP-responsive element modulator), 
cFOS, cJUN i MEF2 (engl. Myocite enhancer factor 2) dok se LH/cAMP stimulacijom 
povećava nivo eksprimiranja NUR77 (engl. Nerve growth factor IB), cJUN, C/EBPβ. 
LH/cAMP stimuliše steroidogenezu podsticanjem kombinovanja transkripcionih faktora 
(GATA4 i C/EBPβ; CREB i SF1; SF1 i C/EBPβ; SP1 i SF1; GATA4 i MEF2; DLX5/6 
(engl. Distal-less homebox 5) i GATA4; cJUN/SF1, GATA4 i EBPβ) koji na nivou 
promotora indukuju transkripciju Star, kao i inhibicijom  eksprimiranja ARR19 (engl. 
Androgen receptor corepressor of 19kDa) koji suprimira steroidogenezu ometanjem 
regrutovanja NURR77 i SCRT1 (engl. Scratch family transcriptional repressor 1). Osim 
ARR19, negativni regulatori steroidogeneze su DAX1 (engl. Dosage-sensitive sex 
reversal 1, NR0B1) i SHP (engl. Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6, 
PTPN6). Suprimiranje steroidogeneze u slučaju DAX1 posredovano je njegovim 
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povezivanjem sa korepresorom NcoR (engl. Nuclear receptor co-repressor 1, NCOR1), 
dok je u slučaju SHP suprimirane steroidogeneze presudan njegov inhibitorni efekat na 
koaktivatore steroidogenih gena. Takođe je moguće da DAX1 i SHP fizički intereaguju 
sa SP1, NUR77 i LRH1 i represuju njihovu aktivnost (Tremblay, 2015). Osim pomenutih 
transkripcionih faktora, suprimiranje steroidogeneze putem smanjenog eksprimiranja 
Star posredovano je i aktivnošću FOXO3 (engl. Forkhead box class O, FKHRL2, FKHR-
like1) transkripcionog faktora. FOXO3 transkripcioni faktor je do puberteta lokalizovan 
u jedru Lć nakon čega se translocira u citosol, a njegova aktivnost je inhibisana 
prisustvom LH/hCG (Humani horionski gonadotropin, engl. Human chorionic 
gonadotropin, hCG). Prema aktuelnom modelu, LH/hCG posredstvom fosfatidilinositol 
3-kinaze (engl. Phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K) aktivira protein kinazu B (engl. 
Protein kinase B, PRKGB/AKT) koja fosforiliše FOXO3 na pozicijama Ser 24, Thr 32 i 
Ser 56. Ovako fosforilisane rezidue regrutuju protein 14-3-3 koji zadržava FOXO3 u 
citoplazmi gde sledi njegova proteozomska degradacija. Takođe se veruje da je ovakav 
mehanizam u osnovi stimulatornog delovanja faktora rasta na odvijanje steroidogeneze, i 
u skladu s tim  ustanovljeno je da  se maksimalan nivo insulinu sličnog faktora rasta 1 
(engl. Insulin-like growth factor 1, IGF1) podudara sa porastom testosterona u pubertetu 
(Choi i sar., 2015).        
S obzirom na višestruku ulogu cAMP u kontroli steroidogeneze bitno je napomenuti da 
mehanizmi koji smanjuju unutarćelijsku koncentraciju ovog sekundarnog glasnika 
aktivno suprimiraju proces sinteze testosterona. Među pomenutim mehanizmima ističe se 
aktivnost fosfodiesteraza (engl. Phosphodiesterase, PDE). Do sada je identifikovano 10 
familija PDE (PDE1-10) i svaki tip poseduje regulatorni i katalitički domen. Katalitički 
domen smešten je u okviru C-terminusa i odgovoran je za hidrolizu fosfodiestarske veze 
čime se 3’, 5’-ciklični nukleotidi prevode u analogne 5’ monofosfate (McAllister-Lucas 
i sar., 1995). PDE4, 7 i 8 hidrolizuju cAMP dok PDE1, 2, 3 i 10 hidrolizuju cAMP i 
ciklični guanozin-monofosfat (engl. Cyclic guanosine monophosphate, cGMP) i oba tipa 
inhibišu hormonski indukovanu steroidogenzu (Shimizu-Albergine i sar., 2012; Vasta i 
sar., 2006). Takođe je poznato da adenozin monofosfat (engl. Adenosine monophosphate, 
AMP) nastao  razgradnjom cAMP aktivira AMP zavisnu protein kinazu (engl. AMP-
activated protein kinase, AMPK) koja inhibiše steroidogenezu putem smanjenja 
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eksprimiranja  Nur77 i cJUN (Abdou i sar., 2014) i/ili povećanjem eksprimiranja Dax1 i 
cFos (Svechinkov i sar., 2009). 
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1.2. Drugi signalni putevi koji regulišu endokrinu funkciju Lajdigovih 
ćelija 
Pored LH-cAMP kao dominantnog signalnog puta, u produkciji testosterona takođe 
učestvuje signalizacija posredovana azot oksidom (engl. Nitric oxide, NO), cGMP-
zavisnom protein kinazom (engl. cGMP-dependent protein kinase 1, PRKG1) (Andric i 
sar., 2007), mitogenom-aktiviranim protein kinazama (engl. Mitogen-activated protein 
kinase, MAPK) (Manna i sar., 2006), fosfolipazom C (engl. Phospholipase C, PLC) 
(Mondillo i sar., 2005), protein kinazom C (engl. Protein kinase C, PRKC) (Jo i sar., 
2005) itd. 
U skladu sa ciljevima istraživanja ove teze, pored cAMP signalizacije posebna pažnja 
posvećena je uticaju NO-cGMP i MAPK signalizacije na funkcionalnost Lć starog 
fenotipa, te su u nastavku teksta detaljnije opisane komponente ovih signalnih puteva i 
njihov uticaj na produkciju testosterona.   
 
1.2.1. NO-cGMP signalni put u Lajdigovim ćelijama    
1.2.1.1. NO i azot oksid sintaze 
NO predstavlja lipofilni molekul gasa, slobodni radikal male molekulske mase sa 
poluživotom od nekoliko sekundi. Shodno prirodi može da deluje kao intra i inter ćelijski 
glasnik, a nervna signalizacija, vazodilatacija krvnih sudova, regulacija srčanog rada i 
baktericidno dejstvo predstavljaju samo neke od procesa regulisanih ovim molekulom 
(Simon, 2010). NO prevashodno nastaje katalitičkim delovanjem enzima iz familije azot 
oksid sintaza (engl. Nitric oxide synthase, NOS) i u sekundarno zastupljenom procesu 
redukcije nitrita u uslovima povećane kiselosti sredine najčešće prouzrokovane 
ishemijom tkiva (Luiking i sar., 2010). Katalitičko delovanje NOS podrazumeva dve 
uzastopne monooksigenazne reakcije pri kojima se L-arginin prevodi u L-citrulin uz 
oslobađanje NO (Alderton i sar., 2001). Do sada su identifikovane tri izoforme azot oksid 
sintaza koje su označene kao neuronska (engl. Neuronal NOS, nNOS, NOS1), endotelna 
(engl. Endothelial NOS, eNOS, NOS3) i inducibilna (engl. Inducible NOS, iNOS, 
NOS2), a koje se razlikuju po mestu eksprimiranja i zavisnosti od Ca2+--kalmodulin 
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(CaM) kompleksa. NOS1 je konstitutivno eksprimirana u nervnim ćelijama, skeletnoj i 
srčanoj muskulaturi. NOS3 je dominantno eksprimirana u endotelu krvnih sudova, a 
NOS2 se najviše eksprimira u ćelijama imunskog sistema npr. u makrofagama (Stuehr i 
sar., 1991). Sve tri izoforme enzima prisutne su u testisima, a u humanim Lć ekskluzivno 
je eksprimirana testis-specifična NOS1 (engl. Testis-specific nNOS, TnNOS) (Lee i 
Cheng, 2008). Takođe, aktivnost neuronske i endotelne izoforme zavisi od Ca2+-CAM 
kompleksa što nije slučaj sa iNOS. U pogledu strukture sve izoforme predstavljaju 
homodimere izgrađene od redukujućeg i oksidujućeg domena međusobno povezanih 
polipeptidnom sekvencom od 30 aminokiselina (Alderton i sar., 2001; Bredt i sar.,1990; 
Bredt i sar., 1991). Redukujući domen sačinjen je od FMN i FAD vezujućih domena i 
odgovoran je za preuzimanje elektrona sa redukujućih koenzima (NADPH). Oksidujući 
domen odgovoran je za oksidaciju supstrata uz izdvajanje NO, a sadrži hem i H4B 
vezujući domen. Aminokiselinska sekvenca od 30 aminokiselina kojom su povezani 
FMD region redukujućeg domena i oksidujući domen ujedno predstavlja mesto vezivanja 
kalmodulina čija je funkcija kontrola prenosa elektrona sa jednog na drugi domen (Garcin 
i sar., 2004; Simon D, 2010; Wang i sar., 1997).  
 
1.2.1.2. Guanil ciklaze (GUCY) - producenti cGMP 
GUCY (engl. Guanylate cyclase) predstavljaju familiju enzima zaduženu za produkiju 
cGMP u prisustvu različitih liganada (NO, peptidni ligandi, Ca2+ i adeninski nukleotidi), 
a prema lokaciji u ćeliji dele se na partikularne (membranski vezane, GUCY2) i solubilne 
(citolplazmatske, GUCY1). Partikularne guanlil ciklaze građene su od vanćelijskog-
ligand vezujućeg domena, transmembranskog domena, regulatornog domena, regiona 
šarke i katalitičkog domena (Lucas i sar., 2000). Do sada je identifikovano 7 izoformi 
partikularnih guanil ciklaza koje karakteriše tkivno specifično eksprimiranje (GUCY2A: 
masno tkivo, nadbubrežna žlezda, bubrezi, ileum, placenta (Lowe i sar., 1989), 
cerebelum, srce, adenohipofiza, timus, jajnici, kohlea, lamina propria (Wilcox i sar., 
1991); GUCY1B: placenta (Chang i sar., 1989), srž nadbubrežne žlezde, cerebelum, 
adenohipofiza, aorta, testisi (Ohyama i sar., 1992), jajnici (Chrisman i sar., 1993), 
jajovod, uterus, timus (Vollmar i sar., 1996); GUCY2C: intestinalna mukoza (Li i Goy, 
1993); GUCY2D: jetra (Laney i sar., 1994); GUCY2E: retina, pinealna žlezda (Yang i 
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sar., 1995) ; GUCY2F: retina (Yang i sar., 1995); GUCY2G: intestinalni trakt, pluća, 
bubrezi, skeletni mišići (Schulz i sar., 1998)). Prema ligandu koji ih aktivira ova grupa 
guanil ciklaza deli se na: receptore natriuretičnih peptida (GUCY2A i B); receptore 
intestinalnih peptida (homologa enterotoksina, guanilin, uroguanilin, limfoguanilin) 
(GUCY2C)) i orfanske receptore (GUCY2D, E, F i G) (Lucas i sar., 2000). GUCY1 
predstavljaju heterodimere u čiji sastav ulaze A i B subjedinice, a svaka subjedinica sadrži 
N-terminalni regulatorni domen i C-terminalni katalitički domen. Za katalitičku aktivnost 
ovih enzima potrebno je prisustvo obe subjedinice, a GUCY1 su eksprimirane u 
citoplazmi skoro svih sisarskih ćelija (Haretneck i sar., 1990; Kamisaki i sar., 1986). 
Najzastupljenije jedinice su A3 i B3 i njihovo prisustvo identifikovano je plućima, malom 
i velikom mozgu, srcu, bubrezima, jetri, skeletnim mišićima, placenti itd. (Lucas i sar., 
2000). B2 subjedinica najzastupljenija je u bubrezima i jetri i ima ulogu u lokalizovanju 
GUCY1 u membrani kao i u regulaciji aktivnosti A3/B3 GUCY1 (Ujiie i sar., 1993; Yuen 
i sar., 1990). A1 i B1 subjedinice lokalizovane su jedino u adultnom mozgu, a za A2i 
subjedinicu se pretpostavlja da služi kao negativni regulator aktivnosti A3/B3 GUCY1 
(Behrends i sar., 1995; Giuili i sar., 1992). Jedan od stimulatora GUCY1 je i NO koji se 
vezuje za hem GUCY1 formirajući fero-nitrozil hem (Buechler i sar., 1991). Osim NO, u 
stimulatore GUCY1 spada i protoporfirin IX koji predstavlja prekursor hema kao i 
hematoporfirin čije je vezivanje za GUCY1 dokazano samo u eksperimentalnim uslovima 
(Ignarro i sar., 1984).    
  
1.2.1.3. cGMP-zavisne protein kinaze (PRKG)  
PRKG predstavljaju proteine koji se aktiviraju pomoću cGMP što vodi transferu γ 
fosfatne grupe ATP na serinske i treoninske ostatke ciljnog proteina. Fosforilacijom 
ciljnog proteina reguliše se njegova aktivnost, a primljeni signal prevodi u biološki 
odgovor (Lucas i sar., 2000). PRKG predstavlja homodimer sačinjen od A ili B 
subjedinica i za sada su poznata dva tipa PRKG označene kao PRKG1 i 2 sa dve izoforme 
PRKG1A i PRKG1B (Orstavik i sar., 1996; Tamura i sar., 1996). Uglavnom se u tkivima 
nalaze obe izoforme sa izuzetkom vaskularnog sistema, bubrega i nadbubrežne žlezde 
gde je dominantno zastupljena PRKG1A, dok se PRKG1B izoforma sreće u uterusu bez 
prisustva PRKG1A (Tamura i sar., 1996). PRKG2 predstavlja membranski vezan 
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homodimer i dominantno je zastupljen u mozgu, intestinumu, plućima, bubrezima i 
kostima (Jarchau i sar., 1994; Lohmann i sar., 1997; Uhler, 1993). Svi tipovi PRKG imaju 
N-terminalni regulatorni domen i C-terminalni katalitički domen na kome se nalaze vezna 
mesta za Mg2+, ATP i ciljni protein (Lincoln i sar., 1995; Lohmann i sar., 1997).  
 
1.2.1.4. cGMP-zavisne fosfodiesteraze (PDE) 
Od 10 familija PDE u cGMP specifične spadaju PDE5, 6 i 9 (Lucas i sar., 2000). Takođe 
je poznato da cGMP reguliše aktivnost PDE putem tri različita mehanizma: povećanjem 
njihove aktivnosti (PDE5, 6 i 9); modulišući stepen hidrolize cAMP kompeticijom za 
mesta na katalitičkim domenima (PDE1, 2 i 3) i regulacijom enzimske aktivnosti 
vezivanjem za alosterna mesta (PDE2, 5, 6 i 10) (Corbin i Francis, 1999). cGMP 
specifične PDE regulišu brojne fiziološke procese među kojima su rad srca, adrenalna 
steroidogeneza, erekcija, fototransdukcija itd. (Juilfs i sar., 1999).    
 
1.2.1.5.  NO-cGMP signalizacija i regulacija sinteze testosterona 
Lć poseduju sve funkcionalne elemente NO-cGMP signalnog puta, a za sada je široko 
prihvaćena hipoteza o bimodalnoj funkciji NO u regulaciji testikularne steroidogeneze. 
Prema ovoj hipotezi visoke koncentracije NO inhibišu produkciju testosterona dok niže 
koncentracije NO imaju suprotan efekat (Valenti i sar., 1999). Smanjena produkcija 
testosterona u uslovima visoke koncentracije NO posledica je inhibicije CYP17 i CYP11 
enzima usled vezivanja NO za hem ezima i/ili S-nitrozilacije cisteinskih rezidua enzima 
(Slika 1.2.1.5.) (Del Punta i sar., 1996; Drewett i sar., 2002; Lee i sar., 2008). Osim 
inhibicije enzima, s-nitrozilacija remeti aktivnst “Zn-finger” transkripcionih faktora u 
koje spada i SF1, čime se inhibiše eksprimiranje Cyp i Star (Sewer i Waterman, 2003; 
Zhao i sar., 2007). Stimulatorni efekat NO na produkciju testosterona je indirektan i 
zavisan od stimulacije GUCY1 koja produkuje cGMP i aktivira PRKG1. PRKG1 
fosforiliše StAR čime se potencira unos holesterola u mitohondrije i intenzivira 
produkcija testosterona (Slika 1.2.1.5.). Osim toga, blago povišen nivo NO učestvuje u 
povećanom eksprimiranju Star, a isto tako je poznato da visoke koncentracije testosterona 
inhibišu eksprimiranje komponenata NO-cGMP signalnog puta (Andric i sar., 2010). 
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PDE5 predstavlja jednu od komponenata NO-cGMP signalnog puta i bitno je napomenuti 
da dugotrajana i kratkotrajna primena sildenafila (specifični inhibitor PDE5-Viagra) kod 
mužjaka pacova dovodi do povećanog nivoa testosterona u serumu. Dugotrajna primena 
sildenafila povećava steroidogeni kapacitet Lć praćen povišenim nivoom cAMP i cGMP 
što dalje obezbeđuje uslove za akutnu i hroničnu podršku steroidogeneze (Andric i sar., 
2010). Kratkotrajna primena sildenafila povećava nivo testosterona 60 i 120 min nakon 
oralne primene i za ovakav porast koncentracije testosterona odgovorna je akutna podrška 
steroidogeneze posredovana fosforilacijom StAR od strane PRKG1 (Janjic i sar., 2012). 
Pozitivan efekat sildenafila na produkciju testosterona potvrđen je i kliničkom studijom 
čiji rezultati pokazuju da sildenafil povećava nivo ukupnog i slobodnog testosterona u 
uslovima smanjenog nivoa LH što dalje upućuje na testise kao ciljno tkivo za sildenafil 
(Spitzer i sar., 2013).     
 
Slika 1.2.1.5. Uloga NO-cGMP-PRKG1 signalnog puta u regulaciji sinteze testosterona. NO u Lć 
nastaje katalitičkim delovanjem NOS ili difunduje u njih iz intersticijuma testisa. Prema bimodalnoj teoriji, 
pri visokim koncentracijama NO dolazi do njegovog vezivanja za enzime steroidogene mašinerije što 
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remeti njihovu funkcionalnost i smanjuje produkciju testosterona. Pri nižim koncentracijama, NO stimuliše 
GUCY1 da produkuje cGMP koji aktivira PRKG1. PRKG1 fosforiliše i aktivira StAR čime se povećava 
unos holesterola u mitohondrije i stimuliše produkcija testosterona.   
 
1.2.2. Signalni put mitogenom-aktiviranih proteinskih kinaza (MAPK) 
u Lajdigovim ćelijama 
Signalni put MAP kinaza (engl. Mitogen-activated protein kinase) je odgovoran za 
transdukciju vanćelijskih signala kojima se regulišu proliferacija, diferencijacija i 
apoptoza ćelija (Morrison, 2012).  Vanćelijski signali mogu biti hormoni, faktori rasta, 
citokini i nerutransmiteri. Uspešna transdukcija signala omogućava se posredstvom tri 
glavne MAPK familije koje uključuju MAPK (engl. Extracellular regulated protein 
kinase,ERK), C-Jun N-terminal kinase (engl. Stress activated protein kinase, JNK/SAPK) 
i p38 kinaze (Slika 1.2.2.). Mehanizam prenošenja signala podrazumeva kaskadnu 
aktivaciju najmanje tri grupe proteina počevši od MAP kinaze kinaze kinaze (MAPKKK) 
preko MAPK kinaze (MAPKK) i konačno MAP kinaze (MAPK) (Slika 1.2.2.). Do sada 
je poznato najmanje 14 predstavnika MAPKKK ((engl. Rapidly accelerated 
fibrosarcoma, Raf, Raf1, ARaf, BRaf), Mos (engl. MOS proto-oncogene), (engl. 
Transforming growth factor beta-activated kinase 1, TAK1), MUK (MAP3K12), SPRK 
(engl. Small protein rich protein), MPST (engl. Mercaptopyruvate sulfurtransferase), 
MEKK1, MEKK2, MEKK3, MEKK4, Tpl2, (engl. Apoptosis signal-regulating kinase 1, 
ASK)), 7 predstavnika MAPKK (MEK1, MEK2, MEK5, MKK3, MKK4, MKK6, 
MKK7) i 12 predstavnika MAPK (ERK1, ERK2, ERK3, ERK4, ERK5, p38a, p38b, 
p38g, p38d, JNK1, JNK2, JNK3) (Zhang i Liu, 2002).   
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Slika 1.2.2.. Šematski prikaz MAPK signalizacije u ćelijama sisara. 
 
Za aktiviranje ERK signalnog puta primarno je aktiviranje receptora sa aktivnošću tirozin 
kinaza (engl. Tyrosine receptor kinase, TRK) koji zatim aktiviraju RAF kinaze. 
Aktivacija RAF kinaza je složen proces i zahteva učešće adapternih proteina i 
izmenjivača guanin nukleotida. Aktivirani RAF fosforiliše i aktivira MEK1/2 koja 
fosforiliše i aktivira ERK1/2  (Pearson i sar., 2001). ERK1/2 aktivira transkripcione 
faktore čime pospešuje mitozu, diferencijaciju i rast ćelija (Manna i Stocco, 2011). 
Takođe je poznato da i aktivacija GPCR-PRKA (Martinelle i sar., 2004) i GPCR-PRKC 
(Manna i sar., 2006) signalnih sistema može aktivirati ERK1/2.       
Do sada su identifikovana tri gena α, β i γ odgovorna za nastanak JNK i 12 izoformi ovog 
proteina kao posledica alternativnog splajsinga (Hibi i sar., 1993). Aktivacija JNK 
posredovana je aktivnošću MKK4/7 koja je prethodno aktivirana nekom od MAPKKK 
(MEKK1/4, MLS, ASK i TAK1), a supstrati za aktivirani JNK mogu biti različiti 
transkripcioni faktori uključujući cJun, Elk1, p53, DPC4 (engl. Deletion target in 
pancreatic carcinoma 4), Sap1a (engl. Stress activated protein 1a), NFAT4 (engl. Nuclear 
factor of activated T cells4), ATF2 (engl. Activating transcription factor 2) itd (Dan i sar., 
2001). Signalizacija posredovana JNK najviše je istraživana u oblasti hematopoetskog 
sistema, embrionalnog razvoja, ćelijskom preživljavanju kao i slučajevima apoptoze 
indukovane UV svetlom (Manna i Stocco, 2011). Isti predstavnici MAPKKK uključeni 
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su i u aktivaciju p38 kinaza za čiju su direktnu aktivnost odgovorni MKK3/6/4, a supstrati 
za p38 mogu biti HSP27 (engl. Heat shock protein 27), fosfolipaze A2 (engl. 
Phospholipases A2, PLA2), MNK1/2 (engl. MAP-kinase interacting serine/threonine-
protein kinase 1), APKAP2, Myc, MSK1 (engl. Nuclear mitogen and stress activated 
protein kinase 1), Elk1, STAT1 (engl. Signal transducer and activator of transcription 1), 
ATF1 (engl. Activating transcription factor 1) itd. (Huang i sar., 2009). Do sada su 
identifikovane 4 izoforme ove kinaze α, β, γ i δ (Chen i sar., 2001), a njihovu aktivnost 
stimulišu ćelijski stresori kao što su UV radijacija, toplotni i osmotski stres, 
proinflamatorni citokini i inhibitori sinteze proteina (Roux i Blenis, 2004).   
   
1.2.2.1. ERK1/2 signalizacija i njen uticaj na eksprimiranje StAR i steroidogenzu. 
MAPK signalizacija je uključena i u modulisanje steroidogeneze, a od svih kaskada 
najviše pažnje posvećeno je ulozi ERK1/2 na eksprimiranje StAR i stimulaciju/inhibiciju 
steoidogenze. Sa sigurnošću se može reći da StAR predstavlja supstrat za ERK1/2 i da 
ERK1/2 fosforiliše StAR na poziciji serin 232 kao i to je da ERK1/2 uključen u kontrolu 
njegovog eksprimiranja (Slika 1.2.2.1.). Po pitanju uticaja ERK1/2 na intenzitet 
steroidogeneze postojeća literatura navodi oprečna objašnjenja u smislu stimulacije i 
inhibicije steroidogeneze usled aktivnosti ERK1/2, a isto važi i za eksprimiranje StAR  
(Karin i Chang, 2001; Manna i sar., 2006; Manna i Stocco, 2007; Martinelle i sar., 2004). 
Konačnog objašnjenja o ulozi ERK21/2 za sada nema, a postojeća literatura dobijene 
rezultate opravdava različitošću vrsta i ćelija korišćenih u istraživanjima, kompleksnošću 
signalne mreže koja kontroliše produkciju steroida kao i korišćenim 
inhibitorima/aktivatorima ERK1/2. U kontekstu pomenutih modela i kompleksnosti 
signalne mreže ustanovljeno je da ERK1/2 i PRKC ne mogu istovremeno povećati 
eksprimiranje Star. Takođe je pokazano da inhibicuja ERK1/2 utiče na eksprimiranje 
DAX1 čija aktivnost inhibiše steroidogenezu i da je ovako izazvanu inhibiciju moguće 
otkloniti aktivatorima PRKC, ali ne i aktivatorima cAMP-PRKA signale kaskade. Osim 
pomenutih mehanizama, i dvostruko specifična fosfataza (engl. Dual  specificity 
phosphatase, DUSP1, MKP1/2) deaktiviranjem ERK1/2 inhibiše steroidogenezu 
smanjenjem eksprimiranja Star  (Tremblay, 2015). Uz to, poznato je da aktivnost ERK1/2 
ne utiče na ekspresiju CYP11 i HSD3B kao ni na intenzitet steroidogeneze inicirane 22R-
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hidroksiholesterolom (ne zahteva prisustvo StAR za transport u mitohondrije; Manna i 
Stocco, 2011). Osim efekta na eksprimiranje i aktivnost StAR, ERK 1/2 smanjuje 
eksprimiranje SR-B1 receptora te reguliše dostupnost holesterola Lć (Grewal i sar., 
2003).   
Dvojaka regulacija steroidogeneze primećena je u slučaju signalizacije posredovane p38 
kinazom. Intenziviranje steroidogeneze aktivnošću p38 kinaze promovisano je 
povećanim eksprimiranjem StAR i podsticanjem diferencijacije nezrelih Lć. Pomenuti 
efekti najčešće su izazvani dejstvom interleukina 1α (engl. Interleukin 1 aplha, IL1α) koji 
aktivira p38 kinazu čijom se aktivnošću podstiče dejstvo ribozomalne S6 kinaze (engl. 
Ribosomal S6 kinase, RSK-B kinaza, MSK2) i konačno fosforilišu/aktiviraju 
transkripcioni faktori CREB i FOS/JUN (Svechinkov i sar., 2003). Osim toga, pokazano 
je da inhibicija aktivnosti p38 kinaza dovodi do smanjenja eksprimiranja CYP19 enzima 
i smanjenja produkcije estradiola (Fu i sar., 2005). Sa druge strane, inhibicija 
steroidogeneze delimično je posledica aktivnosti p38 i ERK1/2 koje dovode do 
narušavanja membranskog potencijala mitohondrija i smanjenja produkcije testosterona 
(Svechinkov i sar., 2001). Važno je istaći i to da se aktivnost p38 kinaza vezuje za 
steroidogenezu narušenu starenjem i sniženu produkciju kortikosterona kao posledicu 
oksidativnog stresa i nakupljanja reaktivnih kiseoničnih vrsta (engl. Rective oxygen 
species, ROS) u adrenalnim ćelijama (Abidi i sar., 2008). Osim p38 kinaze, stres aktivira 
i JNK/SAPK sistem kinaza čije se dejstvo najčešće manifestuje suprimiranjem 
steroidogeneze te je aktivnost ovog sistema naročito važna za starenjem narušenu 
produkciju steroidnih hormona u Lć (Li i sar., 1997). Takođe je poznato da i ROS aktivira 
JNK/SAPK koje smanjuju transaktivaciju NUR77 i stimulišu eksprimiranje cJUN što 
inhibiše sintezu StAR i CYP17 enzima u Lć (Lee i sar., 2009). TNFα takođe inhibiše 
eksprimiranje StAR i CYP17 angažovanjem JNK/SAPK Sistema u Lć (Diemer i sar., 
2003). 
Osim pomenuta tri sistema MAP kinaza koji kontrolišu različite ćelijske procese 
uključujući i steroidogenezu, pojedini autori izdvajaju i četvrti sistem tzv. ERK5/BMK1 
sistem. Do sada je poznato da je aktivnost ERK5 regulisana faktorima rasta, forbol estrom 
i ćelijskim stresorima (UV radijacija, sorbitol, vodonik peroksid) (Cavanaugh i sar., 
2001).  Zna se i da MEK5 aktivira ERK5 koji regulacijom aktivnosti transkripcionih 
faktora (MAD (engl. Max dimerization protein), SAP1 (engl. Swich-activating protein 
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1), cFos, cMyc) ispoljava biološko dejstvo. Iako je poznato da MEK5 aktivira ERK5, 
mehanizmi odgovorni za aktiviranje MEK5 nisu sasvim objašnjeni. Ustanovljeno je da u 
aktiviranju MEK5 učestvuju adapterni proteini, tirozin kinase (MEKK2/3, TPL2 (engl. 
Tumor progression locus 2), MLTK (engl. Mixed lineage triple kinase) i WNK1 (engl. 
With no lysine kinase, serin-treonin kinaza) (Xu i sar., 2004). Uticaj ovog signalnog 
sistema na steroidogenezu slabo je istražen i eventualno se zna da oreksin A i B aktivira 
ERK5 čime povećava eksprimiranje StAR. Ovakav rezultat je spekulativan jer je poznato 
da oreksini posredstvom brojnih kinaza MAPK sistema afektuju eksprimiranje StAR 
transportera i produkciju steroidnih hormona (Manna i Stocco, 2011).      
 
Slika 1.2.2.1. Angažovanost MAPK signalizacije u eksprimiranju StAR i podsticanju steroidogeneze. 
MAPK signalizacija u Lć može biti aktivirana vanćelijskim ligandima ili “cross” signalizacijom od GPCR 
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i PRKA i/ili PRKC. Aktivirana MAPK signalizacija povećanjem eksprimiranja i aktivnosti StAR podstiče 
steroidogenezu a osim toga, aktivirana MAPK signalizacija može inhibisati steroidogenezu (Preuzeto iz 
Manna i Stocco, 2011).     
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1.3. Starenje 
Starenje predstavlja univerzalni biološki fenomen čiji uzrok nije definisan i predstavlja 
jedan od najvećih izazova za biomedicinska istraživanja 21. veka. Smatra se da počinje 
nakon reproduktivne maturacije i praćeno je postepenim gubitkom homeostatskih 
mehanizama što vodi nižem fekunditetu, smanjenoj funkcionalnosti tkiva, povećanoj 
osetljivosti na bolesti i povećanom riziku od umiranja. Najveći izazov aktuelnih 
istraživanja jeste razdvajanje uzroka starenja ćelija i tkiva od brojnih posledica koje ga 
prate (Rando i Chang, 2012). Do sada je postavljen veći broj teorija koje se bave uzrocima 
nastajanja starenja i sve se mogu podeliti u dve grupe: teorije programiranog starenja i 
teorije zasnovane na ćelijskim oštećenjima i greškama. U teorije programiranog starenja 
spadaju programirana dugovečnost, endokrina i imunološka teorija, a sve se zasnivaju na 
„biološkom rasporedu“ koji je posledica vremenski uslovljenog eksprimiranja gena. 
Teorije zasnovane na oštećenjima i greškama kao uzrok starenja vide nakupljanje grešaka 
i oštećenja u ćelijma usled interakcija organizama sa okruženjem. Ova grupa teorija 
pokriva minimalno 5 podteorija uključujući mitohondrijalnu slobodno radikalsku teoriju 
i teoriju oštećenja somatske DNK (Kunlin, 2010). Slobodno radikalska teorija 
primenljivija je na ćelije koje ne karakteriše visoka mitotička sposobnost te je osnovni 
uzrok starenja ovih ćelija nakupljanje ćelijskih oštećenja tokom vremena. Za ćelije koje 
karakteriše visoka mitotička sposobnost koristi se i termin replikativno starenje, a čest 
primer ovakvih grešaka je skraćenje telomera kao primarnog uzročnika starenja (Rando i 
Chang, 2012).     
    
1.3.1. Lajdigove ćelije starog fenotipa 
Iako je dobro poznato da se sa starenjem javlja smanjena produkcija i niži nivo 
testosterona, razlozi smanjene produkcije testosterona nisu u potpunosti rasvetljeni. Sa 
sigurnošću se može reći da sa starenjem ne dolazi do smanjenja brojnosti Lć te je niska 
produkcija testosterona posledica starenjem indukovanih promena u Lć koje dovode do 
njihove subfunkcionalnosti iskazane neadekvetnim odgovorom na prisustvo LH i 
smanjenom produkcijom insulinu sličnog proteina 3 (engl. Insulin like protein 3, INSL3) 
(Chen i sar., 1994; Midzak i sar., 2009; Petersen i sar., 2015; Wang i sar., 1993; Zirkin i 
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sra., 1993). Neadekvatan odgovor Lć na prisustvo LH uzrokuje smanjenje sinteze 
testosterona koja je merljiva nakon petnaestog meseca života pacova i prethodi joj blaga 
subfunkcionalnost oko devetog meseca koja nije praćena značajnim promenama nivoa 
testosterona u serumu. Prema najširem mišljenju, nizak androgeni kapacitet Lć posledica 
je poremećaja u cAMP-posredovanoj signalizaciji čije je glavno obeležje nizak nivo 
cAMP, smanjeno eksprimiranje Lhr/LHR kao i nizak nivo i aktivnost CYP i HSD enzima 
(Chen i sar., 2002). Pored toga Lć starog fenotipa karakteriše poremećaj u transportu 
holesterola do unutrašnje mitohondrijske memebrane uzrokovan smanjenim 
eksprimiranjem StAR i TSPO (Culty i sar., 2002; Luo i sar., 2005).  
Prema aktuelnim saznanjima, akutna i hronična inhibicija steroidogeneze izazvana niskim 
nivoom cAMP posledica je poremećaja u vezivanju LH receptora i αs subjedinice G-
proteina, jer do sada nije detektovana starenjem indukovana promena ekspresije Gαi 
subjedinice niti smanjena aktivnost ADCY (Chen i sar., 2002; Chen i sar., 2004). 
Pomenuti poremećaj u povezivanju LHR sa Gαs subjedinicom nije u potpunosti 
razjašnjen te se njegova pojava objašnjama dvema hipotezama. Prema prvoj hipotezi, 
poremećaj je posledica povećane koncentracije ROS i posledične lipidne peroksidacije u 
membrani Lć. U skladu sa prvom hipotezom dobro je dokumentovana povećana 
produkcija i sadržaj ROS u starim Lć (Chen i sar., 2001) kao i povećana količina markera 
lipidne peroksidacije (Midzak i sar., 2009). Povećan sadržaj ROS dokumentovan je i u 
drugim sistemima tokom starenja (Beckman i Ames, 1998), a u Lć starog fenotipa, pored 
povećane produkcije ROS, smanjena je prisutnost i aktivnost enzima antioksidativne 
zastite: superoxid dizmutaze 1 i 2 (engl. Superoxide dismutase, SOD 1/2), glutation 
peroksidaze (engl. Glutatione peroxidase, GPx) i glutationa (Cao i sar., 2004; Luo i sar., 
2006) kao i povećana aktivnost NOS u regionu mitohondrija, glatkog endoplazmatskog 
retikuluma i jedra (Ruffoli i sar., 2001). Protivnici pomenute hipoteze ističu da membrana 
predstavlja kompleksan sistem sa mogućnošću kompartmanizacije pojedinih delova, te bi 
se kompartmanizacijom receptora i proteina mogao sprečiti pomenuti poremećaj (Smith 
i sar., 2006). Prema drugoj hipotezi, nevezivanje receptora i αs subjedinice G proteina 
predstavlja posledicu desenzitizacije receptora usled dugotrajne stimulacije sa LH (Cooke 
i sar., 1992). U saglasnosti sa drugom hipotezom je činjenica da vezivanje LH za 
receptore na Lć povećava produkciju ROS i indukuje eksprimiranje jedarnog faktora 
respiracije 2 (engl. Nuclear respiratory factor 2, Nrf2/NRF2-glavni regulator ekspresije 
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enzima antioksidativne zaštite; Beattie i sar., 2013). U prilog ovkavom stavu idu rezultati 
ispitivanja prema kojim dugotrajna supresija steroidogeneze u Lć starog fenotipa konačno 
dovodi njihov steroidogeni kapacitet na nivo adultne kontrole (Zirkin i sar., 2000). 
Dalje, poremećena redox sredina Lć indukuje promenu signalizazije uključujući 
signalizaciju posredovanu PRKC, p38 i ciklooksigenazom 2 (engl. Cyclooxigenase 2, 
COX2). S tim u vezi, poznato je da starenje inukuje povećanje nivoa PRKC u Lć (Chen i 
sar., 2004) i da redox stanje ćelije reguliše njenu aktivnost (Gopalakrishna and Jaken, 
2000). Aktivna PRKC može da ometa prenos signala sa GPCR na ADCY što je pokazano 
i u Lć (Cooke i sar., 1992; Inoue i Rebois, 1989). Oksidativni stres može da aktivira p38 
što dovodi do smanjenja produkcije steroida u adrenalnim ćelijama (Abidi i sar., 2008). 
Kako starenje prati povećano eksprimiranje COX2, moguće je da i njegova povećana 
aktivnost dovodi do smanjenja eksprimiranja StAR i LH što uzrokuje smanjenje 
produkcije testosterona (Cooke i sar., 1992; Inoue i Rebois, 1989; Wang i sar., 2005).  
Osim pomenutih promena ističu se i promene koje indirektno smanjuju produkciju 
testosterona, a među njima su povećana lipofuzija (Wang i sar., 2012) kao i smanjena 
autofagna aktivnost ćelija (Liao i sar., 1993). Sa starenjem takođe opada i nivo HSD11B2 
koja smanjuje inhibitorno dejstvo glukokortikoida (Koeva i sar., 2009). Osim navedenih 
promena, dokumentovan je porast količine citokina u testisima starih životinja (Jung i 
sar., 2004) te s tim u vezi i inhibitorno dejstvo citokina na eksprimiranje steroidogenih 
enzima (Diemer i sar., 2003) kao i njihov pozitivan uticaj na eksprimiranje NOS2-
producenta velike količine NO (Ruffoli i sar., 2001). Iako je ovakav sled događaja 
logičan, on je u velikoj meri spekulativan jer za sada nije poznato da li i u kojoj meri Lć 
odgovaraju na prisustvo citokina (Midzak i sar., 2009). Starenjem indukovana 
subfunkcionalnost Lć dovodi se i u vezu sa povećanjem nivoa kolagena u intersticijumu 
testisa starih životinja (Ichihara i sar., 1993; Mendis-Handagama i Gelber, 1995), te sa 
tim u vezi i povećanim eksprimiranjem Hsp47 (engl. Het shock protein 47, gen uključen 
u regulaciju sinteze različitih tipova kolagena) (Syntin i sar., 2001). Starenjem 
indukovana subfunkcionalnost Lć može biti uslovljena i faktorima van samih Lć kao što 
su promena frekvencije pulseva oslobađanja LH, produkcija osteokalcina iz kostiju, IGF1 
iz jetre, zatim tiroksinom, insulinom, vodonik peroksidom i NO iz makrofaga itd. (Teerds 
i Keiher, 2015). 
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Lc starog fenotipa takođe karakteriše dilatacija endoplazmatskog retikuluma, uvećanje 
mitohondrija, prisustvo lipidnih kapi i akumuliranje lipofuscina (Wang i sar., 2012). 
 
1.3.2. Promene funkcionalnosti mitohondrija tokom starenja Lajdigovih 
ćelija 
Kao što je rečeno, u pokušaju da se objasni razlog zbog koga organizmi stare predložen 
je veći broj teorija, a mitohondrijska slobodno radikalaska teorija već nekoliko dekada 
zauzima centralno mesto među njima. Prema ovoj teorji ROS predstavlju nepoželje, 
toksične produkte aerobnog metabolizma, koji zbog svoje velike reaktivnosti izazivaju 
oštećenja drugih makromolekula. Teorija se zasniva na nekoliko zapažanja koja 
podrazumevaju da se produkcija ROS povećava tokom starenja usled smanjenja funkcije 
respiratornog lanca mitohondrija, smanjenja aktivnosti enzima antioksidativne zaštite i 
akumulacije mutacija na mtDNK (Bartic i Larsson, 2013). U skladu s tim, poznato je da 
ROS nastaje na I i III kompleksu respiratornog lanca i dobro je dokumentovano da se sa 
starenjem smanjuje funkcionalnost I i IV kompleksa respiratornog lanca u jetri, mozgu, 
srcu i bubrezima, dok se aktivnost II, III i V kompleksa tokom starenja ne menja (Bratic 
i Larsson, 2013; Liu Y i sar., 2002; Manczak i sar., 2005). Povećanje količine ROS dovodi 
se u vezu sa (prolaznim) povećanjem membranskog potencijala mitohondrija, mada 
najveći broj literaturnih navoda starenje dovodi u vezu sa gubitkom polarizovanosti 
membrane mitohondrija i smanjenom sintezom ATP (Banki i sar., 1999; Cottrel i 
Turnbull, 2000; Li sar., 1999; Majima i sar., 1998; Ozawa, 1997). U skladu s tim 
primećeno je da produkcija ATP opada za oko 8% tokom jedne životne dekade i da 
starenje indukuje povećanu potrošnju kiseonika praćenu neproporcionalnom sintezom 
ATP. Niska produkcija ATP u uslovima povećane potrošnje kiseonika oslikava stanje 
insulinske rezistencije uslovljene niskom produkcijom insulina/IGF1 (McCully i sar., 
1993; Puche i sar., 2008; Short i sar., 2005; Taylor i sar., 1997). Takođe treba istaći i to 
da ROS ne predstavljaju isključivo nepoželjne produkte mitohondrijskog metabolizma 
već i važne regulatore ćelijske signalizacije, ćelijske smrti i deobe. Uz to, ustanovljeno je 
da povećan nivo ROS pozitivno utiče na dužinu života pojedinih vrsta crva, muva i 
miševa (Hakimi i sar., 2011; Rea i sar., 2007). Važna karakteristika starenja jeste 
poremećena mitofuzija usled smanjenog eksprimiranja Mitofuzina 2 (engl. Mitofusin 2, 
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Mfn2/MFN2) kao i smanjena mitofagija što doprinosi akumuliranju mutacija na mtDNK 
(Cavallini i sar., 2007; Crane i sar., 2010; Cuervo i sar., 2005; Wohlgemuth i sar., 2010). 
Aberacije u mitohondrijskoj biogenezi koje nastaju sa starenjem dovode se u vezu sa 
poremećenom retrogradnom signalizacijom u koju su uključeni jedarni geni i faktori 
zavisni od mitohondrijskog metabolizma (ATP, NO, Ca2+, ROS, NAD+/NADH) (Selman 
i sar., 2009).  
Pored funkcionalnih promena, mitohondrije starog fenotipa pokazuju morfološke 
promene iskazane uvećanjem mitohondrija, gubitkom kristi, nakupljanjem vakuola i 
kristalnih inkluzija (Frenzel i Feimann, 1984) kao i smanjenom brojnošću u hepatocitima 
čoveka i miša (Herbener, 1976; Stocco i Hutson, 1978).  
 
1.3.3. Andropauza 
LOH (engl. Late onset hypogonadism)/andropauza predstavlja klinički i biohemijski 
sindrom koji se javlja u starijem životnom dobu muškarca a praćen je niskim nivoom 
testosterona u serumu i simptomima androgenske deficijencije (Klotz, 2014; Lunenfeld i 
sar., 2015;  Wang i sar., 2008).  
Starenje muškaraca prati sporo ali konstantno smanjenje produkcije testosterona počevši 
od treće decenije života. U početku smanjena produkcija testosterona ima godišnju stopu 
od svega 0.5-2% da bi oko pete decenije života smanjenje produkcije bilo daleko 
značajnije sa mogućnošću dostizanja subfizioloških koncentracija testosterona. 
Subfiziološke koncentracije testosterona mogu biti posledica primarnog ili sekundarnog 
hipogonadizma, a isto tako usled očuvanog zdravstvenog stanja jedinke moguće je da 
pomenuto smanjenje koncentracije testosterona u potpunosti izostane. Iako je zbog 
velikih individualnih variranja i brojnih metodoloških ograničenja teško precizno 
definisati subfiziološke koncentracije testosterona, prema literaturnim navodima niskim 
koncentracijama testosterona smatraju se vrednosti koncentracija niže od 8-11.5 nmol/l, 
dobijene nakon uzimanja uzorka u jutarnjim časovim (između 7 i 11 h) dva dana 
uzastopno. Ukoliko se vrednosti koncentracija testosterona kreću oko najnižih fizioloških 
vrednosti tada se za preciznu dijagnostiku hipogonadizma koristi nivo slobodnog 
testosterona za čiju se donju granicu uzima vrednost koncentracije testosterona od 
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približno 225 pmol/l. Kako su u LOH prisutni i primarni (hipergonadotropni) i sekundrani 
(hipogonadotropni) hipogonadizam, marker njihovog razlikovanja predstavlja nivo LH 
za čiju se donju granicu uzima vrednost od oko 9 U/L. Osim pomenutog primarnog i 
sekundranog hipogonadizma, u procesu starenja muškarca moguće je detektovati 
prisustvo fizioloških koncentracija testosterona praćenih povećanim nivoom LH. Ovakvo 
stanje oraganizma naziva se prelazni hipogonadizam i pretpostavlja se da nagoveštava 
nastajanje primarnog hipogonadizma individue (Basaria, 2014; Klotz, 2014; Paduch i 
sar., 2013; Tajer i sar., 2010; Wang i sar., 2008).   
Bitno obeležje reproduktivnog starenja jeste nejedanka stopa smanjenja sve tri frakcije 
testosterona u cirkulaciji. Naime, smatra se da biodustupan testosteron opada stopom od 
2-3% godišnje, dok ukupni testosteron opada stopom od 1.6%. Pomenuti fenomen 
posledica je starenjem indukovanog porasta nivoa glavnog proteinskog transportera 
testosterona u cirkulaciji-SHBG (engl. sex hormone binding globulin, SHBG) čija stopa 
rasta na godišnjem nivou iznosi 1.2% (Zaidi i sar., 2012).   
Osim smanjene sinteze testosterona, reproduktivno starenje prate i brojne druge promene 
(simptomi) u oragnizmu koje se najjednostavnije mogu podeliti u seksualne i 
neseksualne. U seksualne promene spadaju smanjen libido, erektilna disfunkcija i 
smanjena učestalost jutarnje erekcije. Neseksualne promene podrazumevaju sve ostale 
psiho-fizičke promene oragnizma uključujući zamor, smanjenje mišićne mase, povećanje 
masnih naslaga, osteoporoza, osteopenija, smanjenje koncentracije, depresija, 
anksioznost, nedostatak vitamina D, prisustvo metaboličkog sindroma itd. (Araujo i 
Wittert, 2011; Klotz, 2014). S obzirom da samo seksualne promene koreliraju sa 
subfiziološkim koncentracijama testosterona, smatra se da je muškarac u stanju 
andropauze samo ako ima smanjen nivo testosterona uz prisustvo seksualnih simptoma. 
Samo na osnovu pojedinačno prisutnog hipogonadizma ili seksualnih simptoma ne može 
se konstatovati stanje andropauze, a svi ostali simptomi mogu da potvrde ili ukažu na 
mogućnost njenog nastanka, ali se ne mogu koristi kao marker njene prisutnosti 
(Lunenfeld i sar., 2015; Wang i sar., 2008). Sa druge strane, kombinacija seksualnih 
simptoma i subfizioloških koncentracija testosterona predstavlja veoma krut kriterijum za 
dijagnostiku andropauze i neretko ne odgovara zahtevima dobre kliničke prakse. Stoga se 
ukazala potreba za definisanjem pouzdanih biomarkera koji bi preciznije definisali stanje 
andropauze, a celokupan proces učinili neinvazivnim i ekonomičnim. Obećavajući 
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molekularni markeri andropauze mogli bi biti pripadnici grupe mikroRNK (miRs) – 
preciznije miR-125a-5p, miR-361-5p i miR-133a-3p. Osim zadovoljavajuće stabilnosti u 
serumu i primeni u dijagnostici kancera, mišićnih i neurodegenerativnih oboljenja, 
pomenuti miRs pokazuju niži nivo ekspresije kod osoba sa dijagnostikovanim LOH. 
Osim toga, nivo miR-361-5p korelira sa vrednostima ukupnog i slobodnog testosterona 
dok nivo miR-133a-3p negativno korelira sa AMS (engl. Ageing males’ symptoms, 
AMS) (Chen i sar., 2016).           
S obzirom na stalan trend povećanja brojnosti pripadnika starijeg dela populacije (prema 
procenama do 2050. godine izjednačiće se broj osoba starijih od šezdest i mlađih od 
petnaest godina) i potencijalno negativne efekte zamenske terapije testosteronom, 
pospešivanje endogene produkcije testosterona tokom starenja predstavlja izazov budućih 
istraživanja. U kontekstu pomenute problematike i u trendu zdravog starenja na važnosti 
dobijaju istraživanja Lć starog fenotipa, menadžment telesne mase i dobrih životnih 
navika (Beattie i sar., 2015; Huhtaniemi, 2014; Wang i sar., 2008).          
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Sve intenzivniji porast broja pripadnika starijeg dela populacije, smanjen kvalitet života 
uzrokovan niskim nivoom testosterona kao i potencijalno neželjeni efekti zamenske 
terapije androgenima nameću istraživanja koja će definisati mogućnost pospešivanja 
endogene produkcije androgena i korišćenja novih životinjskih modela za potrebe 
istraživanja reproduktivnog starenja. Shodno svemu navedenom, ciljevi istraživanja ove 
doktorske disertacije su sledeći:   
 Okarakterisati starački hipogonadizam kod pacova soja Wistar kao modela za 
istraživanje reproduktivnog starenja. Preciznije: 
- Definisati endokrine promene gonadne osovine, androgenog kapaciteta Lć 
i markera funkcionalnosti Lć tokom starenja. 
- Definisati obrazac promena eksprimiranja i funkcionalnosti komponenata 
LH-cAMP, NO-cGMP i MAPK signalnih puteva u Lć Wistar pacova 
različitih starosnih kategorija.  
- Ispitati funkcionalnost mitohondrija u Lć tokom starenja Wistar pacova, 
iskazanu stepenom produkcije ATP i potrošnje kiseonika, promenom 
polarizovanosti mitohondrijskih membrana i eksprimirajućim profilom 
gena odgovornih za kontrolu funkcionisanja mitohondrija i ćelijsku redoks 
regulaciju. 
 
 Ispitati udeo promena cAMP- i cGMP-signalizacije u formiranju starog fenotipa 
Lajdigovih ćelija. Preciznije: 
- Definisati ulogu cGMP specifične PDE5 na androgeni kapacitet i funkciju 
Lć starog fenotipa ex vivo i in vivo pristupom. 
- Ustanoviti efekte cAMP i cGMP na funkcionalnost mitohondrija u Lć 
tokom starenja Wistar pacova in vivo i ex vivo pristupom. 
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Svi ogledi urađeni su u laboratoriji za reproduktivnu endokrinologiju i signaling (LaRES) 
na Prirodno-matematičkom fakultetu, Departmanu za biologiju i ekologiju, Univerziteta 
u Novom Sadu. 
 
3.1. Hemikalije 
Anti-testosteron-11-BSA serum No. 250 i anti-progesteron-11-BSA serum No. 337 
dobijeni su ljubaznošću Gordon D. Niswender (Colorado State University, Fort Collins, 
CO). [1,2,6,7-3H(N)]testosteron i [1,2,6,7-3H(N)]progesteron nabavljeni su od New 
England Nuclear (Brisel, Belgija). Dekstran T-70 kupljen je od Pharmacia (Upssala, 
Švedska). Aktivni ugalj – Norit A kupljen je od Serva (Heidelberg, Nemačka). 
Radioimunoesej (Radioimmunoassay RIA) kit za detekciju luteinizirajućeg hormona 
pacova je kupljen od ALPCO Diagnostics (www.alpco.com). Hemikalije za SDS-PAGE 
elektroforezu, akrilamid/bis-akrilamid, N,N,N’,N’-tetrametiletilen-diamin (TEMED), 
amonijum persulfat i Commassie boja za proteine (CBB) kupljene su od Sigma-Aldrich, 
dok je pufer za pripremu uzoraka za SDS elektroforezu (loading pufer) kupljen od Quality 
biological inc. (Gaitherburg, MD, USA). Supstrat za detekciju Western blot analizom 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate, SuperSignal West Dura Extendeed 
Duration Substrate i SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate kupljeni 
su od PIERCE (Rockford, USA). Antitelo za StAR protein dobijeno je ljubaznošću prof. 
Douglas Stocco, a anitelo za detekciju HSD3B dobijeno je ljubaznošću prof. Ian Masson. 
Antitela za ADCY5/6, ADCY9, Gαs, ACTINB i INSL3 kupljena su od Santa Cruz 
Biotehnology (Haidelberg Germany). Antitelo za ADCY10 kupljeno je od kompanije 
Sigma (St. Louis, MO), anti-PRKAC i PKAR kupljeni su od BD Transduction 
Laboratories (NJ, USA), anti-P38, anti-pP38, anti-ERK1/2 anti-pERK1/2 kupljeni su od 
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) dok su anti-JNK i anti-pJNK nabavljeni 
od Bio Lab New England (Ipswich, MA, USA). Antitelo za β-1 subjedinicu sGC kupljeno 
je od Cayman Chemical (MI, USA), a anti-PRKG1 antitelo kupljeno je od Caliochem 
(Darmstadt, Germany). Anti-mišje, anti-zečje, anti-kozje i anti-kokošje sekundarno 
antitelo konjugovano sa peroksidazom rena kupljeno je od Kirkegaard & Pery Labs 
(Gaithersburg, MD). β-aktin detekcioni kit nabavljen je od Oncogene Research Products 
(San Diego CA, USA). Medijum 199 koji sadrži Earle-ovu so i L-glutamin (M199), 
medijum DMEM-F12, HEPES, penicilin/streptomicin,  etilendiamintetra-acetatna 
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kiselina (EDTA), fosforna kiselina, naftil-etilendiamin i sulfanilamid, perkol, goveđi 
albumin iz seruma (Bovine serum albumin-BSA, frakcija V), kolagenaza (Collagenase, 
Type IA, iz Clostridium histolyticum), L-arginin, aminoguanidin, holesterol, 22(R)-
hidroksiholesterol, pregnenolon, progesteron, Δ4-androstendion, rastvor tripan plavog 
(Trypan Blue 0.4 %), specifični inhibitor PDE5, β-glicerofosfat, tergitol (Niaproof 4, tip 
4), ditiotritol (DTT), leupeptin, aprotinin, inhibitor AC10 KH-7 kupljeni su od Sigma 
Chemical Company (St. Louise, MO, USA). TMRE (tetrametilrodamin etilestar) je 
kupljen od kompanije Fluka (www.fluka.com). NaNO2 i 3,3’-(hidroksinitrozo-
hidrazino)bis-1-propanamin (DPTA) su nabavljeni od Alexis Biochemicals (San Diego, 
CA), a cGMP EIA kit i cAMP EIA kit od Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI). 
Permeabilni cGMP/cAMP analog, 8-Br-cGMP/cAMP nabavljeni su od RBI, (Natic, MA, 
USA). Humani horionski gonadotropin (hCG-Pregnyl 3000 IU/mg) nabavljen je od 
Organon, Inc (USA). Tablete Sildenafil citrata (Viagra) kupljene su od Pfizer Inc.  
Rneasy kit za izolaciju ukupne RNK kupljen je od kompanije Qiagen (www.qiagen.com), 
dok su Superscript III kit za pripremu cDNK nabavljeni od Invitrogen-a 
(www.invitrogen.com). TaqMan Low Density Rat PDE Panel i Power SYBR Green PCR 
Master Mix su kupljeni od Applied Biosystems (www.appliedbiosystems.com), dok su 
prajmeri za real-time quantitative PCR (RQ-PCR) nabavljeni od Integrated DNA 
Technologies (www.dnatechnologies.com). ATP Bioluminescence Assay CLS II kit 
kupljen je od kompanije Roche (www.roche-applied-science.com). 
Ostale supstance bile su analitičke čistoće.  
 
3.2. Eksperimentalne životinje 
Eksperimenti su izvedeni na mužjacima pacova soja Wistar, starosti od tri do dvadeset 
četiri meseca zavisno od ciljeva istraživanja i dizajna eksperimenata. Životinje su 
uzgajane u gajilištu Departmana za biologiju i ekologiju (br.16), Prirodno-matematičkog 
fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu, pri standardnim laboratorijskim uslovima 
kontrolisanog osvetljenja (12h svetlo/12h mrak, pri čemu se svetlo palilo u 7h) i 
kontrolisane temperature od 22±2°C. Hranjene su standardnom paletiziranom 
laboratorijskom hranom za pacove (Veterinarski zavod, Subotica), a vodu su uzimale po 
potrebi.  
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Svi eksperimenti su odobreni od strane Etičkog komiteta Univerziteta u Novom Sadu (br. 
I-2011-02, III-2011-04) i izvedeni su u skladu sa uputstvom o gajenju, čuvanju i upotrebi 
laboratorijskih životinja Nacionalnih instituta za zdravlje u SAD (National Institute of 
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals; NIH Publications No. 80 23, 
revised 1996, 7th edition). 
 
3.3. Eksperimentalni modeli 
3.3.1. Model hronične inhibiceije PDE5  
In vivo ogledi su izvedeni na mužjacima pacova starosti od tri do devetnaest meseci. 
Eksperimentalne životinje su svakodnevno u prepodnevnim časovima pojene s rastvorom 
sildenafil citrata (viagre; 0.125mg/50µl/100g telesne mase) ili vodom (50µl/100g telesne 
mase).  
U prvoj seriji ogleda životinje stare dvanaest meseci podeljene su dve grupe, kontrolnu i 
eksperimentalnu (Slika 3.3.1.). Eksperimentalna grupa je podeljena na četiri grupe: prva 
grupa životinja je svakodnevno pila sildenafil u toku tri meseca, druga grupa je takođe 
svakodnevno tretirana sildenafilom u toku tri meseca a nakon toga još jedan mesec sa 
vodom, treća grupa je svakodnevno pila slidenafil u toku šest meseci, a četvrta grupa je 
šest meseci pila sildenafil a nakon toga još jedan mesec vodu. Kontrolna grupa životinja 
je takođe podeljena u četiri grupe. Sve četiri kontrolne grupe životinja su svakodnevno 
pojene s vodom (na isti način kao i eksperimentalne s rastvorom sildenafila). Prva 
kontrolna grupa je pila vodu tri meseca, druga četiri, treća šest a četvrta sedam meseci.  
U drugoj seriji ogleda eksperimentalne i kontrolne grupe činili su mužjaci pacova starosti 
šest i dvanaest meseci. Eksperimentalne grupe su narednih šest meseci svakodnevno u 
prepodnevnim časovima pojenе rastvorom sildenafil citrata, dok su kontrolne grupe šest 
meseci svakodnevno pojene vodom (Slika 3.3.1.1.).  
Obe serije ogleda su osim eksperimentalnih i kontrolnih grupa odgovarajuće starosti, 
sadržale i grupu adultnih mužjaka (tri meseca stari pacovi). Na kraju tretmana životinje 
su žrtvovane dekapitovanjem uz sakupljanje krvi za dobijanje krvnog seruma i izolaciju 
testisa. Krvni serum korišćen je za određivanje nivoa hormona i nitrita, a testisi su 
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dekapsulirani i korišćeni za sakupljanje testikularnog intersticijalnog fluida (TIF), 
ekstrakciju steroida i izolaciju Lć.       
 
Slika 3.3.1. Šema hronične inhibicije PDE5 (prva serija ogleda) 
 
 
Slika 3.3.1.1. Šema hronične inhibicije PDE5 (druga serija ogleda) 
 
3.3.2. Model akutne inhibicije PDE5  
U prvoj seriji ogleda životinje starosti tri i dvanaest meseci su podeljene na kontrolnu i 
eksperimentalnu grupu. Eksperimentalna grupa pojena je rastvorom sildenafil citrata 
(0.125mg/50µl/100g telesne mase), a kontrolna vodom (50µl). Pojenje životinja vršeno 
je u prepodnevnim časovima 2h pre žrtvovanja. U drugoj seriji ogleda tretman je 
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sproveden na isti način kao u prvoj seriji, ali su kontrolna i eksperimentalna grupa 
formirane od životinja starosti četrnaest i osamnaest meseci uz grupu netretiranih adultnih 
mužjaka pacova. Na kraju tretmana životinje su žrtvovane dekapitovanjem uz sakupljanje 
krvi radi dobijanja krvnog seruma i izolaciju testisa. Krvni serum korišćen je za 
određivanje nivoa hormona i nitrita, a testisi su dekapsulirani i korišćeni za sakupljanje 
TIF, ekstrakciju steroida, pripremu primarne testikularne kulture i pripremu primarne 
kulture Lć.   
 
3.4. Sakupljanje testikularnog intersticijalnog fluida  
Izdvajanje TIF vršeno je odmah nakon dekapitovanja životinja i izolacije testisa. 
Izolovani testisi su dekapsulirani i odstranjen im je glavni krvni sud, nakon čega su 
stavljani na mrežice (Mesh No. 100, Sigma) koje su postavljane na falkone u ledu. Testisi 
su postavljani pojedinačno na mrežice i centrifugirani (7min/100xg/RT) tako da se TIF 
sakupljao u falkon, a tkivo testisa ostalo na mrežici. Nakon centrifugiranja određivana je 
zapremina izolovanog TIF, a tkivo korišćeno za pripremu hemitestisa ili za izolaciju 
intersticijalnih ćelija. Sakupljeni TIF čuvan je na -80°C do merenja cikličnih nukleotida 
i/ili hormona.  
 
3.5. Priprema primarne testikularne kulture  
Nakon žrtvovanja životinja, testisi su izolovani i pripremljeni za sakupljanje i merenje 
testikularnog intersticijalnog fluida. Nakon centrifugiranja testisi su podeljeni na dve 
polovine (hemitestisi) i svaki hemitestis stavljan je u bočice sa 1.9ml 0.1%-BSA-M199 
medijuma koji je sadržao samostalno ili u kombinaciji hCG (0.5ng/ml, 50 ng/ml) i donor 
NO (DPTA, 1µM). Medijum sa hemitestisima je aeriran, a hemitestisi su inkubirani u 
„shaker“ vodenom kupatilu na 34°C/30min pri brzini od 120ciklusa/min. Nakon 
inkubacije, sadržaj bočica podeljen je u dve epruvete koje su zatim centrifugirane 
5min/1100xg. Po završenom centrifugiranju odvajan je supernatant od tkiva testisa. 
Supernatant je čuvan na -20°C, a talog tkiva na -80°C. 
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3.6. Ekstrakcija steroida iz tkiva testisa  
Ekstrakcija steroida iz tkiva testisa vršena je radi određivanja koncentracije testosterona. 
Pre ekstrakcije svaki uzorak je izmeren i homogenizovan pomoću 1 X PBS (W:V=1:5), 
nakon čega su jednake zapremine svakog uzorka prenošene u nove kolekcione tubice. 
Dalje je na homogenat dodavan etar u odnosu 1:3, a smeša homogenata i etra je 
vorteksirana i zamrzavana u suvom ledu. Na suvom ledu zamrzava se samo homogenat 
tkiva, ali ne i etar u kome ostaju steroidi. Etar sa steroidima prenošen je u nove kolekcione 
tubice i uparavan. Proces ekstrakcije ponavljan je 3x.  Na kraju, suvi talog je 
resuspendovan u puferu za RIA analizu. 
     
3.7. Izolacija i priprema suspenzije intersticijalnih ćelija 
Izolacija intersticijalnih ćelija je vršena po proceduri opisanoj od strane Ankawe i sar. 
(Ankawe i sar., 1985), uz manje modifikacije. Nakon žrtvovanja testisi su dekapsulirani 
i uklanjan je glavni krvni sud, nakon čega su oba testisa jedne životinje stavljani u falkon 
sa 3ml rastvora kolagenaze (0.25mg kolagenaze/ml 1.5%-BSA-M199, 20mM HEPES). 
Kako bi se razgradilo vezivno tkivo i oslobodile intersticijalne ćelije, testisi su inkubirani 
u rastvoru kolagenaze u vodenom kupatilu 15min na 34°C pri brzini od 120ciklusa/min. 
Po isteku inkbacije aktivnost kolagenaze zaustavljana je dodavanjem 40ml hladnog 0.5%-
BSA-M199 medijuma, a u cilju odvajanja seminifernih tubula sadržaj falkona je filtriran 
kroz najlonske mrežice (Mesh No 100, Sigma). Profiltrirane intersticijalne ćelije 
centrifugirane su 5min/160xg nakon čega je supernatant odlivan a talog ćelija 
resuspendovan u DMEM/F12 medijumu (8ml medijuma/životinji). Ovako dobijena 
suspenzija predstavljala je suspenziju intersticijalnih ćelija ili grubu suspenziju Lć, koja 
je osim 15-18% Lć sadržala i druge tipove ćelija među kojima su najbrojnije makrofage 
(14-20%), ali i ćelije endotela, fibroblaste, peritubularne ćelije, germinativne ćelije, 
eritrocite, limfocite i ćelije vezivnog tkiva (Klinefelter i sar., 1987; Niemi i sar., 1986). 
Ukupan broj živih intersticijalnih ćelija u suspenziji određivan je „Trypan Blue” testom 
u Neubauer-ovoj komori (50µl suspenzije intersticijalnih ćelija i 50µl 0.4% rastvora 
trypan blue). Žive ćelije su brojane u Neubauer-ovoj komori. Vijabilnost ćelija je bila 
preko 95%.  
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3.8. Prečišćavanje Lajdigovih ćelija i priprema primarne kulture 
Lajdigovih ćelija 
Prečišćavanje Lć ćelija predstavlja proces odvajanja Lć ćelija od ostalih ćelija 
intersticijuma testisa. Izdvajanje Lć ćelija vršeno je nanošenjem suspenzije intersticijalnih 
ćelija na kolone perkolnih gradijenata različite gustine, pri čemu su se tokom 
centrifugiranja ćelije raspoređivale shodno svojoj specifičnoj gustini. Kolone perkolnih 
gradijenata formirane su naslojavanjem rastvora perkola različite gustine i to po 2ml 
svakog rastvora počevši od rastvora najveće gustine (Tabela 3.8.). Na formirane kolone 
nanošeno je 4ml (35-40 x 106 ćelija) suspenzije intersticijalnih ćelija nako čega je usledilo 
njihovo centrifugiranje 28min/1100xg. Izdvajanje Lć ćelija uočeno je u slojevima između 
1.065/1.080 i 1.045/1.065 perkolnog gradijenta. Lć ćelije su sakupljane, ispirane od 
perkola dodatkom 0.1%-BSA-M199 medijuma i centrifugiranjem 5min/200xg. Nakon 
centrifugiranja supernatant je odlivan a ćelije resuspendovane u DMEM/F12 medijumu 
(5ml medijuma/životinji), potom im je određena brojnost i vijabilnost po istoj proceduri 
kao u slučaju intersticijalnih ćelija. Procenat Lć ćelija prisutnih u kulturi dodatno je 
određivan ispitivanjem aktivnosti HSD3B enzima (Payne i sar., 1980). Pripremljena 
suspenzija sadržala je 97.8 ± 1.3% Lć vijabilnosti preko 90%.   
U zavisnosti od dizajna i potreba eksperimenata, Lć su sađene u različitom broju na 
odgovarajuće ploče za ćelijsku kulturu i ostavljane u inkubator (5% CO2/34₀C/3h) kako 
bi uspostavile normalnu metaboličku aktivnost i zalepile se za dno ploče. Nakon 3-6h, 
medijum za sađenje ćelija zamenjivan je medijumom za ex vivo tretmane - dizajniranim 
u skladu sa ciljevima istraživanja. Nakon svakog tretmana inkubacioni medijum je 
pokupljen i čuvan na -20°C, a ćelije ispirane hladnim PBS i čuvane na -80°C. Sakupljeni 
medijum korišćen je za merenje koncentracije nitrita i hormona, a ćelije su služile kao 
izvor RNA, proteina, cikličnih nukleotida itd.  
 
Tabela 3.8.Sastav perkolnih gradijenata različitih gustina  
SPECIFIČNA 
GUSTINA (g/ml) 
3%BSA-
10xDMEM/F12 
(ml) 
PERKOL 
(ml)  
DESTILOVANA 
VODA  
(ml) 
1.045 2 6.031 11.969 
1.065 2 9.108 8.892 
1.080 2 11.415 6.582 
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3.9. Odredjivanje koncentracije cikličnih nukleotida (cAMP i cGMP) 
Koncentracija cAMP i cGMP određivana je upotrebom cAMP/cGMP EIA kompleta po 
uputstvu proizvođača (www.caymanchem.com). Koncentracija cikličnih nukleotida 
određivana je očitavanjem apsorbance tačaka standardne inhibicione krive i uzoraka na 
talasnoj dužini od 412nm. S obzirom da se radi o kompetitivnoj ELISA metodi u kojoj 
antigen obeležen enzimom i antigen iz uzorka kompetiraju za ista vezna mesta antitela, 
intenzitet apsorbance obrnuto je proporcionalan koncentraciji antigena (cikličnih 
nukleotida) u uzorku. Standardna inhibiciona kriva formirana je serijom razblaženja 
standarda cAMP/cGMP i bila je raspona 0.078-10pmol/ml za cAMP tj. 0.023-3pmol/ml 
u slučaju cGMP. Tipična IC50 vrednost cAMP EIA kompleta bila je 0.46pmol/ml, a 
granica detekcije 0.1pmol/ml (pri 80% B/B0) za acetilovane uzorke. Vrednost IC50 za 
cGMP EIA komplet iznosila je 0.46pmol/ml, dok je granica detekcije bila 0.1pmol/ml 
(pri 80% B/B0), za acetilovane uzorke. Koncentracija cikličnih nukleotida određivana je 
u sadržaju Lć i TIF. Prilikom merenja unutarćelijske koncentracije cikličnih nukleotida 
iz Lć su ekstrahovani ciklični nukleotidi pomoću apsolutnog alkohola. Nakon uparavanja, 
sadržaj je resuspendovan u EIA rastvaraču. S obzirom da je vezivanje antigena za antitelo 
10 puta veće u slučaju acetilovanog antigena, svi uzorci i tačke standardne krive 
acetilovani su prema preporuci proizvođača. Procedura se izvodila u dva koraka. U prvom 
koraku 0.5ml uzorka/standard mešano je sa 100µl KOH i 25µl acetat anhidrida.  U 
drugom koraku na izmešanu smešu je dodavano 25µl KOH, a acetilovani uzorci su do 
korišćenja čuvani na 4°C.   
 
3.10. Određivanje koncentracije hormona  
Nivo hormona testosterona, LH i progesterona meren je radioimunološkom analizom. 
Koncentracija testosterona i progesterona određivana je očitavanjem scintilacionog 
signala standardne inhibicione krive i uzoraka na scintilacionim brojaču (Liquid 
Scintillation counter Wallac 1410, Pharmacia, Finland). Kako se metoda bazira na 
kompeticiji između radioaktivnog antigena i antigena iz uzorka za vezna mesta na 
antitelu, intenzitet scintilacije obrnuto je proporcionalan koncentraciji hormona u uzorku. 
Standardna inhibicona kriva formirana je serijom razblaženja standarda 
testosterona/progesterona i imala je opseg od 0.00625 do 0.8ng/100µl, a zavisno od 
hormona korišćeno je specifično antitelo. Antiserum specifičan za određeni hormon 
MATERIJAL I METODE 
 
41 
 
razblaživan je tako da je maksimalno vezivanje obeleženog antigena u odsustvu 
neobeleženog 30-50%. Radioaktivnost obeleženog antigena je podešavana na 4500 
otkucaja/min/100µl, a odvajanje slobodnog od vezanog liganda vršeno je rastvorom 
aktivnog uglja (0.25mg aktivnog uglja se rastvara u 1l rastvarača). Prilikom oderđivanja 
koncentracije testosterona korišćen je anti-testosteron-11-BSA serum No. 250 
(Niswender (Colorado State University, Fort Collins, CO), preciznost analize bila je 
6pg/epruveti, a koeficijent varijacije u okviru jedne analize 5-8%. Izmerene koncentracije 
testosterona predstavljale su sumu testosterona i dihidrotestosterona (DHT), zbog visoke 
(100%) unakrsne reaktivnosti antiseruma. Razdvajanje T od DHT nije vršeno jer je 
poznato da je koncentracija T oko 20 puta veća od koncentracije DHT u serumu odraslih 
mužjaka pacova (Punjabi i sar., 1983). Za potrebe merenja koncentracije progesterona u 
uzorcima korišćen je anti-progesteron-11-BSA serum No. 337 Niswender (Colorado 
State University, Fort Collins, CO). Preciznost  analize za progesteron bila je 6pg/epruveti 
a koeficijent varijacije u okviru jedne analize 6-8%. 
Određivanje koncentracije LH u serumu vršeno je prema uputstvu proizvođača 
(www.alpco.com). Preciznost analize bila je 1ng/ml, koeficijent varijacije u okviru jedne 
analize 4.2%, a minimalna detektovana koncentracija iznosila je 0.14ng/ml.  
 
3.11. Određivanje ukupne količine proteina  
Koncentracija proteina u uzorcima određivana je fotometrijski Bradfordovom metodom 
(Bradford, 1976). Ukratko, Bratfordov reagens u prisustvu proteina menja boju iz tamno 
crvene u stabilnu plavu čiji je intenzitet direktno proporcionalan koncentraciji proteina u 
uzorku. Koncentracija proteina određivana je merenjem apsorbance uzoraka i tačaka 
standardne krive korišćenjem parametara linearne regresije. Standardna kriva formirana 
je serijom razblaženja standarda BSA u rasponu od 0.4 do 3µg, a apsorbanca je očitavana 
na 594nm. Prilikom određivanja koncentracije proteina 50µl uzorka/standarda mešano je 
sa 200µl profiltriranog Bradfordovog reagensa nakon čega su uzorci međusobno 
koncentracijski ujednačeni. 
Oslobađanje proteina iz ćelijskog sadržaja ili tkiva vršeno je njihovim liziranjem u 
prisustvu pufera za liziranje. Pufer za liziranje sadržao je sve komponente neophodne za 
efikasno oslobađanje proteina iz biološkog materijala kao i inhibitore proteaza i fosfataza 
MATERIJAL I METODE 
 
42 
 
(HEPES (20mM), EDTA (10mM), MgCl2 (2.5mM), DTT (1mM), β-glicerofosfat 
(40mM), NP40 (1%), leupeptin (2µM), aprotinin (1µM), AEBSF (0.5mM), komercijalni 
komplet inhibitora fosfataza (www.roche-applied-science.com)).  
   
3.12. Analiza proteina u uzorcima 
3.12.1. Sodijum Dodecil Sulfat PoliAkrilamid Gel Elektroforeza (SDS-PAGE), 
nativna elektroforeza i Western blot 
Nakon određivanja koncentracije i međusobnog ujednačavanja, proteini su razdvajani 
jednodimenzionalnom SDS-PAGE (denaturišućom) ili nativnom elektroforezom u 
kontinuiranom puferskom sistemu. Denaturišuće i nativne elektroforeze vršene su u Mini-
PROTEAN 3 Cell aparaturi prema uputstvu proizvođača (www.bio-rad.com). 
Nakon elektroforetskog razdvajanja proteina vršen je njihov prenos na PVDF 
(polyvinylidene difluorid, Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA) membranu, metodom 
mokrog transfera (elektrobloting) po uputstvu proizvođača (www.bio-rad.com). 
Imunodetekcija željenih proteina vršena je pomoću specifičnih monoklonskih i 
poliklonskih antitela. Vizuelizacija signala izvršena je upotrebom supstrata za detekciju 
reakcije luminolom (Pierce, Rockford, IL). Reaktivne trake su detektovane sistemom 
povećane hemiluminiscencije uz upotrebu rendgenskih filmova ili My ECTL aparata 
(Termo Scientific, USA) koji detektuje signal sa membrane. Detekcija odgovarajuće 
proteinske frakcije vršena je na osnovu proteinskih markera poznatih molekulskih masa 
u rasponu 4-250kDa (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard, Invitrogen). Imunoreaktivne 
trake analizirane su kao dvodimenzione slike u programu Image J (version 1.32, National 
Institutes of Health). 
 
3.13. Analiza eksprimiranja gena 
3.13.1. Izolacija RNK i reverzna transkripcija 
Ukupna RNK izolovana je iz preparata primarne kulture Lć ili testikularnog tkiva, 
pomoću RNeasy mini kompleta (RNeasy mini kit, Qiagen) prema uputstvu proizvođača 
(www.qiagen.com). Nakon izolacije koncentracija i čistoća RNK određivana je 
spektrofotometrijski na aparatu Nanodrop (Thermo scientific, 
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(www.lifetechnologies.com)). Čistoća izolovane RNK određivana je merenjem i 
odnosom apsorbanci na talasnim dužinama od 260nm i 280nm, a odnos apsorbanci kretao 
se u vrednostima od 1.8 do 2 što je RNK činilo pogodnom za dalju analizu eksprimiranja 
gena. U cilju uklanjanja zaostale genomske DNK rađen je DNK-za tretman prema 
uputstvu proizvođača (www.invitrogen.com). Tokom procedure 1µg RNK tretiran je sa 
1µl IU DNaze, a tretman je sproveden nad celokupnom izolovanom RNK. Nakon DNK-
ze tretmana procesom reverzne transkripcije RNK je prevođena u cDNK Superscript III 
kompletom prema uputstvu proizvođača (www.invitrogen.com). Sintetisana cDNK 
čuvana je na -20°C i korišćena za RQ-PCR analizu.  
 
3.13.2. Analiza eksprimiranja gena real time PCR reakcijom 
Analiza eksprimiranja gena real time PCR reakcijom vršena je SYBR Green i TaqMan 
tehnologijom. TaqMan tehnologijom tj. upotrebom TaqMan Low Density Rat 
Phosphodiesterase Panel Assay, analiziran je eksprimirajući profil gena za fosodiesteraze. 
U esej je stavljano 100ng cDNA i upotrebom aparata ABI Prism 7900HT Fast Real-Time 
(Applied Biosystems) vršena je real-time PCR reakcija pri standardnim uslovima (50 
oC/2min, 95  oC/10min; i 40 ciklusa, od kojih je svaki bio pri 95 oC/15sec, a potom 60 
oC/1min). Kinetika eksprimiranja praćena je upotrebom programa ABI Prism 7900HT 
SDS i RQ Manager Software, a kao interna kontrola korišćen je eksprimirajući profil 
Actb. SYBR Green tehnologija korišćena je za potrebe analize eksprimirajućih profila 
svih ostalih gena, pri čemu je za odigravanje PCR reakcije i praćenje kinetike 
eksprimiranja korišćena ista metodologija kao i u slučaju TaqMan tehnologije. Prilikom 
izvođenja metode, 5µl razblažene cDNK mešano je sa miksom koji je sadržao Power 
SYBR Green PCR Master Mix i 500nM forward (F) i reverse (R) prajmere, a kao 
endogena kontrola korišćen je Actb i Gapdh.   
Prajmeri korišćeni u radu dizajnirani su pomoću programa Primer Express 3.0 (Applied 
Biosystems) i sekvenci gena (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).  
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Tabela 3.13.2.Sekvence prajmera korišćenih za RQ-PCR anlizu  
GEN 
PRISTUPN
I KOD U 
BANCI 
GENA 
SEKVENCA PRAJMERA 
Adcy10 NM_021684 
F: 5'-CCAGGCATCGTGACCTGCGA-3' 
R: 5'-ACTGGTCCGGGATCCGCAAC-3' 
Adcy3 NM_130779 
F: 5'-GCATCGAAACCTACCTCATCA-3' 
R: 5'-TGGGCTCCTTGGTCTCA ATAA -3' 
Adcy5 NM_022600 
F: 5'-AACCAGGTGAACGCATGTCA-3' 
R: 5'-CTCTGGGAAGTTGCAGTTGGA-3' 
Adcy6 NM_012821 
F: 5'-CTGCCTCAGCCTGCTTATGTG-3' 
R: 5'-GGAGTCCTGGCGGAAGCT-3' 
Adcy7 NM_053396 
F: 5'-TTCCGTGCGTGTAACCCGCT-3' 
R: 5'-GCCTTCTGCCTCCGTCCGTT-3' 
Adcy9 
NM_001106
980 
F: 5'-TCACCAAGCTGTACGCCCGG-3' 
R: 5'-GGGCTGTCAACACGTCCCGA-3' 
Actb 
NM_031144
.2 
F: 5'-CCTAAGGCCAACCGTGAAAA-3' 
R: 5'-GCCTGGATGGCTACGTACATG-3' 
Bmg2 
NM_012512
.2 
F: 5'-GCGTGGGAGGAGCATCAGGG-3' 
R: 5'-CTCATCACCACCCCGGGGACT-3' 
Cox4/1 NM_017202 
F: 5'-CGCTGAGATGAACAAGGGCACC-3' 
R: 5'-TCCCAGATCAGCACAAGCGCA-3' 
Cox4/2 NM_053472 
F: 5'-CACAGCCCAGGAAGTGCTGCTA-3' 
R: 5'-TGTGCAGTAAGGCTCATCCGGC-3' 
Creb 
NM_031017
.1 
F: 5'-CCAACCCCGATTTACCAAACT-3' 
R: 5'-CCATTGTTAGCCAGCTGTATTGC-3' 
Cyp11a1 
NM_017286
.2 
F: 5'-GCAGCGACTCTCTTCTCCTGCC-3' 
R: 5'-GCCATCACCTCTTGGTTTAGGACAATT-3' 
Cyp17 NM_012753 
F: 5'-GCCACGGGCGACAGAA-3' 
R: 5'-GCCTTTGTTGGGAAAAATCG-3' 
Cyp19 NM_017085 
F: 5'-TCCTCCTGATTCGGAATTGTG-3' 
R: 5'-GGCCCGATTCCCAGACA-3' 
Cytc NM_012839 
F: 5'-GCAAGCATAAGACTGGACCAAA-3' 
R: 5'-TTGTTGGCATCTGTGTAAGAGAATC-3' 
Dax-1 NM_053317 
F: 5'-GCCGAGGGCCCCCTGGTGGGAC-3' 
R: 5'-GATCTGGAAGCAAGGCAAGT-3' 
Dusp1 
NM_053769
.3 
F: 5'-CTGCTTTGATCAACGTCTCG-3' 
R: 5'-AAGCTGAAGTTGGGGGAGAT-3' 
Erk1 (Mapk3) 
NM_017347
.2 
F: 5'-TCCCTCTCAAGCTGCCACAT-3' 
R: 5'-ACATCCAATCACCCACACACA-3' 
Erk2 (Mapk1) 
NM_053842
.1 
F: 5'-GTTCTGCACCGTGACCTCAAG-3' 
R: 5'-GCAAGGCCAAAGTCACAGATC-3' 
Erk3 (Mapk6) 
NM_031622
.2 
F: 5'-CATTTGAACTGGCATGTCGTTT-3' 
R: 5'-CCTGCACTGCATTGTTTTGC-3' 
Hif1a 
NM_024359
.1 
F: 5’-CCTTCGAATGCCAGATCACA-3’ 
R: 5’-TTTAAACGACACTACAGCAATGCA-3’ 
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Gapdh NM_017008 
F: 5'-TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG-3' 
R: 5'-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3' 
Gata4 NM_144730 
F: 5'-GATGGGACAGGACACTACCTATGC-3' 
R: 5'-GGCGCTGAGGCTTGATGA-3' 
Gucy1b1 AB098025 
F: 5'-AAGAGGCCTGTACCTGAGTGACA-3'  
R: 5'-GTTTGTACTCCTCCCGGAACTG-3' 
Hsd17b4 NM_024392 
F: 5'-CCTTTGGCTTTGCCATGAGA-3' 
R: 5'-CAATCCATCCTGCTCCAACCT-3' 
Hsd3b1/2 
NM_001007
719.3 
 
F: 5'-GACAGGAGCAGGAGGGTTTGTGG-3' 
R: 5'-CTCCTTCTAACATTGTCACCTTGGCCT-3' 
Insl3 
NM_053680
.1 
F: 5'-CGCCAAGCTCTGTGGTCA-3' 
R: 5'-CTGAGAAGCCTGGTGAGGA-3' 
Lhr NM_012978 
F: 5'-CGGGCTGGAGTCCATTCA-3' 
R: 5'-TTCTTTGGAGGGCAGTGTTTTC-3' 
Map2k1 
NM_031643
.4 
F: 5'-ATGGTGGGTCCTTGGATCAA-3' 
R: 5'-CACAGCGATGCTGACTTTTCC-3' 
Map2k2 
NM_133283
.1 
F: 5'-AGAACTGGGTGCAGGCAATG-3' 
R: 5'-TCAGCTTTCTGGCCATGATG-3' 
Mapk11 
(p38b) 
NM_001109
532.2 
F: 5'-GGGCGCTGACCTGAATAACA-3'    
R: 5'-GCAGCAGCTGGTAGACAAGGA-3' 
Mapk12 
(p38g) 
NM_021746
.1 
F: 5'-GGATGTGTTCACTCCCGATGA-3' 
R: 5'-CCAGGTCAGTGCCCATGAAT-3' 
 
Mapk13 
(p38d) 
NM_019231
.2 
F: 5'-CTGGTCTGTTGGCTGCATCA-3' 
R: 5'-TCAGCTGGTCCAGGTAGTCCTT-3' 
Mapk14 
(p38a) 
NM_031020
.2 
F: 5'-GCTGTCGACCTGCTGGAAAA-3' 
R: 5'-TAGGCATGCGCAAGAGCTT-3' 
Mt-Nd1 / 
F: 5'-GAGCCCTACGAGCCGTTGCC-3' 
R: 5'-GCGAATGGTCCTGCGGCGTA-3' 
Nampt 
NM_177928
.3 
F: 5’-GCAGAAGCCGAGTTCAACATC-3’ 
R: 5’-CTTGTGTTGGGTGGGTATTGTTT-3’ 
Nos1 NM_052799 
F: 5'-CCAATGTTCACAAAAAACGAGTCT-3' 
R: 5'-TCGGCTGGACTTAGGGCTTT-3' 
Nos2 NM_012611 
F: 5'-TGCTAATGCGGAAGGTCATG-3'  
R: 5'-GCTTCCGACTTTCCTGTCTCA-3' 
Nos3 NM_021838 
F: 5'-CACAAGAGTTACAAAATCCGATTCA-3'  
R: 5'-TCTGTGTTACTGGATTCCTTCCTTT-3' 
Nrf1 
NM_001100
708 
F: 5'-GACCATCCAGACGACGCAAGCA-3' 
R: 5'-ATGGGCGGCAGCTTCACTGTT-3' 
 Nrf2 
NM_001108
841 
F: 5'-AGCGGAACTGAACCGCTTGGT-3' 
R: 5'-GTGACTGGCTGAGCAATCCCGT-3' 
Nur77 (Nr4a1) NM_024388 
F: 5'-GGCATGGTGAAGGAAGTTGT -3' 
R: 5'-GATTGGTAGGGGAGGCATCT -3' 
Pde4a 
NM_013101
.3 
F: 5'-CGGGAGCGTGGAATGG-3'  
R: 5'-GATGAAGCCCACATGAGACTTC-3' 
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Pde4b 
NM_017031
.2 
F: 5'-AGGCCTGCACAAAACAAA-3'  
R: 5'-CCTTGCATTCTGGCTCCAAA-3' 
Pde5 NM_133584 
F: 5'-GCTGGATGGCTGCAGGAA-3'  
R: 5'-CCCCATTAAGGAGCGTCTTCT-3' 
Ppargc1a NM_031347 
F: 5'-AGCCGTAGGCCCAGGTATGACA-3' 
R: 5'-TGCTTGGCCCTTTCAGACTCCC-3' 
Ppargc1b NM_176075 
F: 5'-ACCTTCCGGTGTTCGGAGCATG-3' 
R: 5'-GTGGAAGGAGGGCTCATTGCGT-3' 
Prkaca 
NM_001100
922.1 
F: 5'-TCAGTGAGCCCCACGCCCGTT-3' 
R: 5'-TCTCGGGCTTCAGGTCCCGG-3' 
Prkacb 
NM_001077
645 
F: 5'-GGGTCATGGGGAACACGGCG-3' 
R: 5'-CCAGCATTACTCGGGGGAGGGT-3' 
Prkar1a NM_013181 
F: 5'-TGTGCTGCAGCGTCGGTCAG-3' 
R: 5'-AGTGGCAGCCCGAGGACGAT-3' 
Prkar2a NM_019264 
F: 5'-GCCCGACCTCGTCGACTTCG-3' 
R: 5'-TCCTGCGCGTGAAAGGTCGT-3' 
Prkg1 
NM_001105
731 
F: 5'-CCCACGGACACAAGCAATTT-3' 
R: 5'-CCCAGCCTGAGTTGTCATCA-3' 
Scrab1 NM_031541 
F: 5'-GAAGGCATCCCCACTTATCG-3' 
R: 5'-CGGACCCGTTGGCAAA-3' 
Sf-1 (Nr5a1) 
NM_001191
099 
F: 5'-CCGCGGGCATGGACTA-3' 
R: 5'-TTGTCACCACACACTGGACACA-3' 
Sirt1 
XM_006223
877.1 
F: 5’-GGCCTCAAAGTACCTGGGATT-3’ 
R: 5’-AGATCAAAAAGCTGCTGCTCAGA-3’ 
Star NM_031558 
F: 5'-AGCCAGCAGGAGAATGGAGAT-3' 
R: 5'-CACCTCCAGTCGGAACACCTT-3' 
Tspo NM_012515 
F: 5'-TTGGTGCCCGGCAGAT-3' 
R: 5'-TTGCCACCCCACTGACAAG-3' 
 
 
3.14. Određivanje koncentracije nitrita u uzorcima 
Koncentracija nitrita u uzorcima određivana je Grisovom metodom (Green i sar., 1982), 
uz manje modifikacije. Ukratko, u reakciji nitrita i Grisovog reagensa nastaje ljubičasti-
azo kompleks čiji je intenzitet boje direktno proporcionalan koncentraciji nitrita u uzorku. 
Koncentracija nitrita određivana je merenjem apsorbance uzoraka i tačaka standardne 
krive uz korišćenje parametara linearne regresije. Standardna kriva formirana je serijom 
razblaženja rastvora NaNO2 u rasponu od 0.195 do 100µM, a zavisno od uzoraka kao 
slepa proba korišćena je destilovana voda ili medijum za gajenje ćelija. Prilikom 
određivanja koncentracije nitrita, uzorak/standard i Grisov reagens mešani su u odnosu 
1:1, nakon čega je smeša inkubirana 10min/RT u mraku, a apsorbanaca očitavana na 
talasnoj dužini od 546nm.   
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Koncentracija nitrita određivana je u serumu ekspreimentalnih životinja i inkubacionom 
medijumu Lć i testikularnog tkiva, a korišćena je kao pokazatelj nivoa NO u uzorcima. U 
oba slučaja uzorci su razblaživani tako da se apsorbanca čitala blizu središnje tačke krive, 
a u slučaju seruma bilo je potrebno ukoniti serumske proteine. Uklanjanje proteina iz 
seruma izvršeno je dodavanjem ZnSO4 (400µl seruma + 24mg ZnSO4), mešanjem i 
centrifugiranjem smeše (10min/16000xg/4° C). Nakon centrifugiranja proteini su 
taloženi, a supernatant korišćen za merenje koncentracije nitrita (Ghasemi i sar., 2007).   
 
3.15. Merenje membranskog potencijala mitohondrija i potrošnje 
kiseonika 
Membranski potencijal mitohondrija meren je pomoću TMRE (tetrametilrodamin-etil-
estar) boje. TMRE boja je narandžasto-crvena fluorescentna boja, pozitivnog 
naelektrisanja i hidrofobne strukture, što joj obezbeđuje lak prolaz kroz ćelijske 
membrane i nakupljanje u mitohondrijskom matriksu. Kretanje boje prema negativnom 
polu membrane i slabo zadržavanje na plazmalemi i membranama ćelijskih organela čini 
TMRE boju pogodnom za praćenje promena membranskog potencijala mitohondrija. 
Stepen fluorescencije TMRE boje direktno je proporcionalan naelektrisanju membrana 
mitohondrija tj. opada sa depolarizacijom i raste sa hiperpolarizacijom unutrašnje 
mitohondrijske membrane.  
Prečišćene Lć sađene su u crne mikrotitar ploče sa 96 bunarića (105 ćelija/bunaru) i 
stavljane u inkubator (5% CO2/34₀C/2h,) kako bi se oporavile od procesa prečišćavanja  i 
pričvrstile se za dno ploče. Nakon isteka inkubacionog perioda medijum za sađenje ćelija 
zamenjivan je medijumom sa TMRE bojom (100nM TMRE boje u 0.1%-BSA-M199 
medijumu) i ćelije su sa bojom inkubirane 20min. Po isteku inkubacije medijum sa bojom 
je zamenjen 0.1%-BSA-M199 medijumom, a fluorescenca je očitavana na fluorimetru 
(Fluorescan, Ascent FL, Thermo Labsystems; Waltham, MA) sa maksimumom 
ekscitacije na 550nm i maksimumom emisije na 590nm.  
Potrošnja kiseonika od strane Lć je merena u zatvorenoj komori sa suspenzijom ćelija od 
15x106/3ml na temperaturi od 34°C koja je sadržala Klarkovu elektrodu za merenje nivoa 
kiseonika. Elektroda je bila povezana sa YSI modelom 5300 monitora (YSI, Yellow 
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Springs, OH). Izračunavanje potrošnje kiseonika i formiranje krive je rađeno korišćenjem 
Digital Multimeter VC 820 (Conrad Electronic) i softvera Digiscope za Windows 
(version 2.06). 
 
3.16. Merenje koncentracije ATP 
Koncentracija ATP je određivana upotrebom ATP Bioluminescence Assay CLS II 
kompleta, prema uputstvu proizvođača (www.roche-applied-science.com). Ukratko, u 
reakciji ATP i luciferaze emituje se luminiscentni signal čiji je intenzitet direktno 
proporcionalan količini ATP u uzorku. Koncentracija ATP u uzorku je određivana 
očitavanjem luminiscencije uzorka i tačaka standardne krive (10-5, 10-6, 10-7, 10-8, 10-9, 
10-10 i 10-11M). Prilikom određivanja nivoa ATP, 50µl standarda/uzorka mešano je sa 
50µl luciferaze koncentracije mg/ml, a luminiscenca je očitavana na aparatu Fluoroscan 
Ascent FL proizvođača ThermoLabsystems (www.labsystems.fi). Svi uzorci mereni su u 
duplikatu u jednom eseju, a kao slepa proba korišćena je destilovana voda.  
Uzorci su pripremljeni prema uputstvu proizvođača (www.roche-applied-science.com). 
Nakon stimulacije, suspenzija Lć (2-3x106Lc/400µl) je centrifugirana 
(5min/1200xg/RT), supernatant odlivan a talog resuspendovan u destilovanoj vodi uz 
dodatak ključalog rastvora Tris-EDTA (v:v=1:9). Resuspendovan talog je zatim 
inkubiran 2min/100⁰C, centrifugiran 1min/900xg/RT a dobijeni supernatant  korišćen za 
merenje koncentracije ATP.  
 
3.17. Statistička analiza 
Za in vivo eksperimente rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SEM iz tri do 
pet nezavisnih eksperimenata (4-8 pacova/grupi/eksperimentu). Za ex vivo merenja 
rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM iz tri do pet nezavisnih 
eksperimenata. Rezultati svakog eksperimenta analizirani su Mann-Whithney 
neparametarskim testom i one-way ANOVA, i Student-Newman-Keuls testom. Za sve 
statističke analize kao kriterijum statističke značajnosti razlika uzeta je granica 
verovatnoće p<0.05.
 49 
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4.1. Karakterizacija endokrine funkcije Lajdigovih ćelija starog 
fenotipa kod Wistar pacova  
4.1.1. Promene funkcionalnosti gonadotropnih ćelija adenohipofize i Lajdigovih 
ćelija testisa 
Funkcionalni status gonadotropnih ćelija i Lć ustanovljen je merenjem nivoa LH i 
androgena (T+DHT) u serumu životinja starosti tri, šest, dvanaest, petnaest, osamnaest i 
dvadeset četiri meseca, kao i merenjem nivoa T+DHT i INSL3 u sadržaju Lć pomenutih 
starosnih dobi. Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da nivo LH ostaje nepromenjen 
tokom života mužjaka pacova (Slika 4.1.1.A) ukazujući na očuvanu funkcionalnost 
gonadotropnih ćelija u svim životnim dobima jedinke. Poređenjem nivoa T+DHT u 
serumu adultnih mužjaka i mužjaka drugih starosnih kategorija ustanovljeno je da 
koncentracija T+DHT u serumu progresivno opada tokom života dostižući smanjenje od 
21.7% u dvanaestom mesecu  koje se nastavlja i dostiže  48.2% u dvadeset četvrtom 
mesecu života pacova (Slika 4.1.1.B). Smanjen nivo T+DHT u serumu parćen je 
smanjenim nivoom T+DHT u sadržaju Lć, (64.6% u ćelijama petnaestomesečnih u 
odnosu na tromesečne; Slika 4.1.1.C) kao i smanjenim eksprimiranjem Insl3 (Slika 
4.1.1.D-desni panel) i nivoom INSL3 (marker funkcionalnosti Lć) od dvanaestog meseca 
života jedinke (Slika 4.1.1.D-levi panel). 
Slika 4.1.1. Nivoi LH, T+DHT i INSL3 tokom starenja mužjaka Wistar pacova. Pacovi (6-8/grupi) starosti tri, šest, 
dvanaest, petnaest, osamnaest i dvadeset četiri meseca su žrtvovani uz sakupljanje seruma za određivanje nivoa LH (A) 
i T+DHT (B) RIA metodom.  Lć korišćene su za određivanje nivoa unutarćelijskog T+DHT (C) kao i za izolaciju 
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proteina i ukupne RNK radi analize profila eksprimiranja Insl3/INSL3 primenom RQ-PCR u prisustvu specifičnih 
prajmera (D-levi panel) i Western blot metode (D-desni panel). Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM 
iz tri nezavisna eksperimenta. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i drugih 
starosnih dobi.  
 
4.1.2. Promene steroidnog kapaciteta Lajdigovih ćelija  
Nizak steroidogeni kapacitet Lć dvadesetčetvoromesečnih (starih) pacova potvrđen je 
smanjenom sposobnošću starih Lć da u dozno-zavisnom maniru konvertuju steroidogene 
supstrate holesterol (HOL), 22-hidroksiholesterol (22OHHOL), progesteron (PROG) i 
Δ4-androstendion (AND) u T+DHT i pregnenolon (PREG) u progesteron (Slika 4.1.2.).   
 
Slika 4.1.2. Steroidogeni kapacitet Lć izolovanih iz tromesečnih (adultnih) i dvadesetčetvoromesečnih (starih) 
mužjaka Wistar pacova. Izolovane Lć posađene su (2x105/bunaru) i ostavljene da se inkubiraju 2h/34 °C/5%CO2, 
nakon čega su stimulisane steroidogenim supstratima (holesterol, 22OH-holesterol, pregnenolon, progesteron i Δ4-
androstendion) u naredna 2h/34 °C/5%CO2. Nakon završene stimulacije inkubacioni medijum je sakupljen u cilju 
određivanja nivoa T+DHT i progesterona RIA metodom. Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri 
nezavisna eksperimenta. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i 
dvadesetčetvoromesečnih životinja.  
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Poređenje nivoa eksprimiranja gena povezanih sa steroidogenezom od trećeg do dvadeset 
četvrtog meseca života, u odnosu na treći mesec je pokazalo značajno smanjenje 
eksprimiranja Lhr, Cyp11a1, i Cyp17a1 u dvanaestom mesecu, Star u petnaestom 
mesecu, Hsd3b1/2 i Hsd17b4 u osamnaestom mesecu, kada je detektovano i povećanje 
eksprimiranja Cyp19a1 (Slika 4.1.2.1.A). Profil eksprimiranja Scrab1a nije bitno 
odstupao od tromesečnih kontrola sve do dvadeset četvrtog meseca života kada je 
detektovano značajno povećanje eksprimiranja (Slika 4.1.2.1.A). Analiza eksprimiranja 
gena za transkripcionie faktore uključene u regulaciju steroidogeneze je pokazala 
značajno smanjenje eksprimiranja Sf1 i Dax1 u dvanaestom mesecu, dok se 
eksprimirajući profil Creb1a nije menjao tokom života pacova (Slika 4.1.2.1.C). Nur77 
je pokazao bifazni profil eksprimiranja sa značajnim porastom između šestog i 
dvanaestog meseca, nakon čega je detektovano postepeno smanjenje koje je dostiglo 
statističku značajnost u dvadeset četvrtom mesecu (Slika 4.1.2.1.C). Uz promene u 
eksprimiranju gena, detektovano je i značajno smanjenje nivoa StAR i HSD3B u dvadeset 
četvrtom mesecu starosti pacova (Slika 4.1.2.1.B).  
Analiza steroidogenog kapaciteta Lć poreklom od životinja starih tri, šest, dvanaest i 
dvadeset četiri meseca u prisustvu rastućih koncentracija hCG je pokazala značajno 
smanjen steroidogeni kapacitet Lć u dvanaestom i dvadeset četvrtom mesecu. Ovo 
smanjenje se manifestovalo smanjenom bazalnom produkcijom T+DHT kao i smanjenom 
sintezom T+DHT kao odgovor na submaksimalne i maksimalne koncentracije hCG (Slika 
4.1.2.1.D-gornji panel). Istovremeno, u uzorcima sa smanjenom produkcijom T+DHT 
detektovan je smanjen nivo unutarćelijskog cAMP (Slika 4.1.2.1.D-donji panel).   
REZULTATI 
 
53 
 
  
Slika 4.1.2.1. Starenjem izazvane promene elemenata steroidogene mašinerije u Lć Wistar pacova. Ukupna RNK 
i proteini izolovani su iz Lć (2x106) i pripremljeni za RQ-PCR i Western blot analizu. A,C RQ-PCR analiza 
eksprimiranja gena Lhr, Cyp11a1, i Cyp17a1, Star, Hsd17b4, Hsd3b1/2, Scarb1, Cyp19a1, Sf1, Dax1, Nur77, Creb1a 
vršena je u prisustvu specifičnih 500nM prajmera. B, imunoreaktivni bendovi u Western blot analizi dobijeni su 
upotrebom specifičnog primarnog antitela za StAR i HSD3B i odgovarajućeg sekundarnog antitela. Stimulacija Lć 
(2x106) vršena je rastućim koncentracijama hCG u trajanju od 2h. Po isteku inkubacionog perioda sakupljen je medijum 
za određivanje nivoa T+DHT (D-gornji panel), a ćelije su lizirane apsolutnim etanolom radi merenja nivoa cAMP 
ELISA testom (D-donji panel). Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna eksperimenta. 
*-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i ostalih starosnih dobi.  
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4.2. Uticaj starenja na ćelijsku signalizaciju koja reguliše sintezu 
testosterona 
4.2.1. Promene cAMP signalizacije i posledice na steroidogenu funkciju Lajdigovih 
ćelija 
Kako tokom života pacova Lć produkuju manje T+DHT i slabije odgovaraju na prisustvo 
hCG ispitan je i uticaj starenja na nivo cAMP, kao i uticaj starenja na profil eksprimiranja 
gena i nivo proteina odgovornih za sintezu i razgradnju cAMP. Osim toga, ispitan je i 
uticaj starenja na profil eksprimiranja i nivo proteina katalitičkih i regulatornih 
subjedinica PRKA čime se dobio uvid u sposobnost Lć da odgovore na prisustvo cAMP. 
U saglasnosti sa postavljenim ciljevima ustanovljeno je da se produkcija cAMP značajno 
smanjuje od dvanaestog meseca života pacova (Slika 4.2.1.A) i da je praćana značajno 
povišenim eksprimiranjem Pde4b od dvanaestog meseca (Slika 4.2.1.F-donji panel) i 
Pde4a od petnaestog meseca (Slika 4.2.1.F-gornji panel) života pacova. Istovremeno nije 
detektovana promena Gαs subjedinica G proteina (Slika 4.2.1.B-gornji panel) i ADCY5/6 
(Slika 4.2.1.B-srednji panel, Tabela 4.2.1.). Nivo ADCY9 se značajno povećao u Lć 
životinja starih dvadeset četiri meseca (Slika 4.2.1.B-donji panel). Nasuprot relativnoj 
stabilnosti ekspresije ADCY vezanih za ćelijsku membranu, solubilna ADCY10 je bila 
povećana u Lć dobijenim od pacova starih šest do dvadeset četiri meseca (Slika 4.2.1.C). 
Merenjem nivoa proteina i definisanjem eksprimirajućeg profila gena ustanovljeno je da 
katalitička subjedinica PRKA ne menja nivo proteina niti stepen eksprimiranja gena 
tokom života pacova (Slika 4.2.1.D-gornji panel; 4.2.1.E-gornji panel). U slučaju 
regulatorne subjedinice detektovan je povišen nivo proteina (Slika 4.2.1.D-donji panel) i 
povećan stepen eksprimiranja Prkar2a (Slika 4.2.1.E-donji panel) od petnaestog meseca 
života pacova, dok se eksprimirajući profil Prkar1a nije menjao tokom starenja pacova 
(Slika 4.2.1.E-srednji panel).   
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Tabela 4.2.1. Sterenjem izazvane promene eksprimiranja Adcy u Lć. Rezultati predstavljaju relativan stepen 
eksprimiranja gena u odnosu na tromesečne kontrole čiji je nivo eksprimiranja označen sa 1 i predstavljaju srednje 
grupne vrednosti ± SEM triplikata iz tri nezavisna ogleda. Podaci u zagradi predstavljaju Ct vrednost svakog gena, *-
statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i dvadesetčetvoromesečnih životinja. 
Gen Tri meseca Dvadeset četiri meseca 
Adcy3 1±0.01 (26.46±0.3) 0.99±0.005 (26.48±0.1) 
Adcy5 1±0.006 (27.72±0.2) 1.34±0.02 (27.29±0.4) 
Adcy6 1±0.02 (27.88±0.5) 1.28±0.01 (27.44±0.2) 
Adcy7 1±0.004 (26.82±0.1) 1.36±0.007 (26.38±0.1) 
Adcy9 1±0.02 (25.92±0.5) 1.51±0.03 (25.33±0.5)* 
Adcy10 1±0.003 (32.15±0.09) 3.15±0.008 (30.49±0.07)* 
Gapdh (20.22±0.04) (19.89±0.03) 
       
Slika 4.2.1. Starenjem izazvane promene eksprimiranja komponenata cAMP signalnog puta. A, Lć (2x105) 
izolovane iz pacova različite starosne dobi lizirane su u apsolutnom etanolu radi merenja nivoa cAMP u ćelijskom 
sadržaju ELISA testom. Ostatak ćelija (2x106) poslužio je za izolovanje totalne RNK za potrebe RQ-PCR analize 
eksprimiranja gena Pde4a (F-gornji panel), Pde4b (F-donji panel), Prkaca, Prkacb, Prkar1a i Prkar2a (E), kao i za 
analizu proteina Gαs, ADCY5/6, ADCY9 (B), ADCY10 (C) PKAC (D-gornji panel) i PKAR (D-donji panel) Western 
blot metodom uz upotrebu ACTB kao endogene kontrole. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između 
tromesečnih kontrola i ostalih starosnih dobi.  
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S obzirom da je detektovano povećano eksprimiranje ADCY10/Adcy10 ispitano je 
uključivanje ovog enzima u formiranje nivoa cAMP u Lć dvadesetčetvoromesečnih 
pacova. U tu svrhu Lć tromesečnih i dvadesetčetvoromesečnih pacova su ex vivo tretirane 
sa inhibitorom ADCY10 (KH7) i sa hCG pojedinačno i u kombinaciji, nakon čega je 
određen nivo cAMP u Lć. Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da KH7 u dozno-
zavisnom maniru snižava nivo cAMP kod Lć dvadesetčetvoromesečnih životinja, a kod 
tromesečnih samo u slučaju najveće ispitivane koncentracije (25µM) (Slika 4.2.1.1.A-
gornji panel). Isti profil promene konstatovan je i u slučaju stimulacije Lć sa 
kombinacijom KH7 i hCG uz merljive veće apsolutne vrednosti unutarćelijskog cAMP 
(Slika 4.2.1.1.A-gornji panel). Dobijeni rezultati ukazuju na uključenost ADCY10 u 
održavanje nivoa cAMP tokom starenja Lć.  
Da bi ispitali udeo fosfodiesteraza u smanjenju nivoa cAMP tokom starenja, Lć poreklom 
od tromesečnih i dvadesetčetvoromesečnih životinja su tretirane sa IBMX (neselektivni 
inhibitor fosfodiesteraza) u prisustvu/odsustvu rastućih koncentracija forskolina 
(stimulator membranskih ADCY). Kao što je očekivano, forskolin dozno-zavisno 
stimuliše produkciju unutarćelijskog cAMP i T+DHT uz značajno niži nivo oba 
parametra u slučaju Lć dvadesetčetvoromesečnih pacova (Slika 4.2.1.1.B). Dodavanje 
IBMX u inkubacioni medijum je dovelo do povećanja unutarćelijskog nivoa cAMP i 
porasta produkcije T+DHT u bazalnim uslovima kao i usled stimulacije forskolinomu Lć 
mladih i starih životinja (Slika 4.2.1.1.C-donji panel). Međutim, inhibicija fosfodiesteraza 
sa IBMX je sprečila smanjenje nivoa cAMP u Lć starih pacova, ali je produkcija T+DHT 
ostala smanjena (Slika 4.2.1.1.C-gornji panel). Dobijeni rezultati sugerišu na značajno 
angažovanje cAMP-specifičnih fosfodiesteraza u smanjenju nivoa cAMP u Lć starih 
životinja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa povišenom transkripcijom Pde4a i Pde4b u 
starim Lć (Slika 4.2.1.F). Takođe, smanjena produkcija T+DHT u uslovima inhibisanih 
fosfodiesteraza kod starih Lć ukazuje na uplitanje i drugih faktora koji doprinose 
smanjenom androgenom kapacitetu Lć. 
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Slika 4.2.1.1. Uloga ADCY10 i fosfodiesteraza u održavanju homeostaze Lć starih pacova. Izolovane i posađene 
Lć (0.5x106) tromesečnih i dvadesetčetvoromesečnih pacova stimulisane su sa rastućim koncentracijama KH7 
(inhibitor ADCY10) samostalno i u prisustvu submaksimalnih doza hCG (0.5ng/ml) u toku 1h. Nakon sprovedenog 
tretmana merena je produkcija cAMP u inkubacionom medijumu ELISA testom (A). Ćelije (0.2 x106) istih uzrasnih 
kategorija stimulisane su rastućim koncentracijama forskolina tokom 2h (direkni stimulator membranskih ADCY) 
nakon čega je merena produkcija T+DHT u medijumu (B-gornji panel) i nivo cAMP u ćelijskom sadržaju (B-donji 
panel). Stimulacija forskolinom vršena je i u prisustvu neselektivnog inhibitora fosfodiesteraza, nakon čega je određen 
nivo T+DHT u inkubacionom medijumu (C-gornji panel) i cAMP u ćelijskom sadržaju (C-donji panel). Rezultati 
predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna eksperimenta *-statistički značajne promene na nivou 
p˂0.05 između tromesečnih kontrola i dvadesetčetvoromesečnih pacova.  #- statistički značajne promene na nivou 
p˂0.05 između tretiranih i netretiranih ćelijau okviru iste starosne dobi.  
 
S obzirom na dominantnu ulogu cAMP u inicijaciji sinteze testosterona kao i njegovu 
smanjenu produkciju tokom starenja Lć, cilj naredne etape istraživanja bilo je utvrđivanje 
efekta cAMP na eksprimiranje gena steroidogene mašinerije, komponenata cAMP-PRKA 
signalnog puta i transkripcionih faktora regulatora steroidogeneze. Lć tromesečnih i 
dvadesetčetvoromesečnih pacova stimulisane su rastućim koncentracijama 8-BR-cAMP 
(permeabilni analog cAMP) tokom 2h, nakon čega je praćena produkcija T+DHT i 
analizirano eksprimiranje gena od interesa.  
Dobijeni rezultati su pokazali dozno-zavisnu stimulaciju produkcije T+DHT koja je bila 
značajno manja kod Lć poreklom od dvadesetčetvoromesečnih pacova (Slika 4.2.1.2.A). 
8-Brc-AMP je povećao transkripciju steroidogenih regulatora Sf1 i Nur77 u starim Lć, 
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bez efekta na transkripciju Dax1 (Slik 4.2.1.2.-gornji panel). Takođe, 8-Br-cAMP je 
dodatno povećao nivo eksprimiranja Adcy10, Pde4a i Pde4b u starim ćelijama bez efekta 
na profil eksprimiranja Prkar2a, Prkar1a i Prkaca (Slika 4.2.1.2.-srednji paneli). 
Starenjem inhibisana transkripcija steroidogenih gena, Star i Cyp17a1, je nakon tretmana 
sa 8-Br-cAMP vraćena na nivo koji je detektovan u Lć adultnih životinja (Slika 4.2.1.2.-
donji panel). Nemogućnost analoga cAMP da normalizuje transkripciju gena odgovornih 
za iniciranje i kontrolu steroidogeneze potvrđuje da nizak nivo cAMP tokom starenja nije 
jedini uzročnik smanjene androgene funkcije Lć.  
        
Slika 4.2.1.2. Ex vivo efekat 8-Br-cAMP na 
produkciju T+DHT i eksprimiranje gena 
steroidogene mašinerije, cAMP-PRKA signalne 
kaskade i transkripcionih fakrotra-regulatora 
steroidogenze. Lć tromesečnih i 
dvadesetčetvoromesečnih pacova izolovane su i 
zasađene (0.2x106) nakon čega su stimulisane rastućim 
koncentracijama 8-Br-cAMP tokom 2h. Po završenoj 
stimulaciji određen je nivo T+DHT u inkubacionom 
medijumu (A) RIA metodom. Ćelije stimulisane 8-Br-
cAMP (10-5M) korišćene su za izolovanje RNK i analizu 
eksprimiranja gena steroidogene mašinerije (B-donji 
panel), komponenata cAMP/PRKA signalne kaskade 
(B-srednji panel) i transkripcionih faktora (B-gornji 
panel). Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti 
± SEM iz tri nezavisna eksperimenta, a u slučaju analize 
eksprimiranja gena vršena je normalizacija na 
odgovarajuću endogenu kontrolu (Gapdh). *-statistički 
značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih 
kontrola i dvadesetčetvoromesečnih pacova.  #- 
statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između 
tretiranih i netretiranih ćelija i u okviru iste starosne 
dobi.  
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4.2.2. Promene MAPK signalizacije u Lajdigovim ćelijama 
S obzirom da MAPK signalizacija, genomskim i negenomskim efektima, reguliše proces 
steroidogeneze, a uzimajući u obzir rezultate koji upućuju na postojanje drugih faktora 
koji pored cAMP doprinose smanjenoj androgenoj sposobnosti Lć starog fenotipa, cilj 
naredene etape istraživanja bio je ispitivanje uticaja starenja na eksprimiranje 
komponenata ERK1/2, P38 i JNK signalizacije u Lć. Rezultati sprovedenih ispitivanja 
pokazali su porast eksprimiranja Erk1 (Mapk3) do petnaestog meseca i značajno niži nivo 
eksprimiranja u dvadeset četvrtom mesecu života pacova (Tabela 4.2.2., Slika 4.2.2.). 
Transkripcioni profil Erk2 (Mapk1) nije se manjao sve do dvadeset četvrtog meseca kada 
je detektovano statistički značajno smanjenje njegovog eksprimiranja (Tabela 4.2.2.). 
cRaf, Erk3 (Mapk6), i Map2k2 nisu menjali profil eksprimiranja tokom celokupnog života 
jedinke, a Mapk2k1 je pokazao značajno povišen nivo eksprimiranja u dvadeset četvrtom 
mesecu (Tabela 4.2.2.). Eksprimirajući profil familije P38 kinaza pokazao je da nivo 
eksprimiranja Mapk11 (P38b) opada između šestog i dvadest četvrtog meseca života dok 
se nivo eksprimiranja ostalih komponenata (Mapk12 (P38g), Mapk13 (P38d) i Mapk14 
(P38a)) nije menjao tokom života pacova (Tabela 4.2.2., Slika 4.2.2.). U slučaju JNK 
signalne kaskade detektovan je povećan nivo eksprimiranja MAPK8 (JNK1) u dvadeset 
četvrtom mesecu (Slika 4.2.2.) dok se profil Mapk9 (Jnk2) nije menjao tokom života 
pacova (Tabela 4.2.2.). Takođe je ustanovljeno da se transkripcija Dusp1 značajno 
povećava od petnaestog do dvadeset četvrtog meseca života pacova (Tabela 4.2.2.). Uz 
to, ustanovljeno je da tokom starenja ne dolazi do promene odnosa pERK/ERK niti 
pP38/P38, ali je ustanovljen povećan odnos pJNK/JNK sugerišući na povećanu aktivnost 
JNK proteina tokom starenja Lć (Slika 4.2.2.). 
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Tabela 4.2.2. Starenjem izazvane promene eksprimiranja MAPK gena u Lć. Rezultati predstavljaju relativan 
stepen eksprimiranja gena u odnosu na tromesečne kontrole čiji je nivo eksprimiranja označen sa 1 i predstavljaju 
srednje grupne vrednosti ± SEM triplikata iz tri nezavisna ogleda. Podaci u zagradi predstavljaju Ct vrednost svakog 
gena, *-statistički značajne promene na nivou  p˂0.05 između tromesečnih kontrola i ostalih starosnih dobi. 
Gen Tri meseca Petnaest meseci Osamnaest 
meseci 
Dvadeset četiri 
meseca 
cRaf 1 ± 0.01  
(27.54 ± 0.2) 
1 ± 0.02 
(27.86 ± 0.3) 
1 ± 0.02  
(27.51 ± 0.3) 
1 ± 0.02  
(27.53 ± 0.3) 
Map2k1 1 ± 0.01  
(25.07 ± 0.3) 
1.23 ± 0.02  
(24.77 ± 0.4) 
1.22 ± 0.01  
(24.78 ± 0.2) 
1.64 ± 0.005* 
(24.36 ± 0.07) 
Map2k2 1 ± 0.01 
 (28.43 ± 0.3) 
0.99 ± 0.01 
 (28.45 ± 0.3) 
0.89 ± 0.01 
 (28.60 ± 0.3) 
0.79 ± 0.01 
 (28.77 ± 0.4) 
Erk1 
(Mapk3) 
1 ± 0.009 
 (28.9 ± 0.3) 
1.62 ± 0.03*  
(28.21 ± 0.5) 
1.09 ± 0.003 
(28.78 ± 0.08) 
0.63 ± 0.008* 
(29.57 ± 0.3) 
Erk2 
(Mapk1) 
1 ± 0.008 (26.31 ± 
0.2) 
0.96 ± 0.009 
 (26.37 ± 0.2) 
0.85 ± 0.002 
(26.55 ± 0.05) 
0.59 ± 0.009* 
(26.85 ± 0.3) 
Erk3 
(Mapk6) 
1 ± 0.01 
 (25.79 ± 0.3) 
1.36 ± 0.007  
(25.34 ± 0.1) 
1.07 ± 0.02  
(25.69 ± 0.4) 
1.48 ± 0.008 
(25.22 ± 0.1) 
Mapk8 
(Jnk1) 
1 ± 0.004  
(28.71 ± 0.1) 
1.04 ± 0.008 
 (28.65 ± 0.2) 
1.1 ± 0.01 
 (28.57 ± 0.3) 
1.48 ± 0.02 
 (28.14 ± 0.4) 
Mapk9 
(Jnk2) 
1 ± 0.008 
 (27.52 ± 0.2) 
0.97 ± 0.007 
 (27.56 ± 0.2) 
0.83 ± 0.006 
(27.79 ± 0.2) 
1.28 ± 0.006 
(27.16 ± 0.1) 
Mapk11 
(p38b) 
1 ± 0.01 
 (33.04 ± 0.3) 
0.68 ± 0.005* 
 (33.59 ± 0.2) 
0.58 ± 0.004* 
(33.82 ± 0.2) 
0.47 ± 0.008* 
(34.13 ± 0.5) 
Mapk12 
(p38g) 
1 ± 0.004  
(29.76 ± 0.1) 
1.19 ± 0.006 
 (29.51 ± 0.1) 
0.75 ± 0.008 
(30.17 ± 0.3) 
1.33 ± 0.004 
(29.34 ± 0.08) 
Mapk13 
(p38d) 
1 ± 0.006  
(27.82 ± 0.2) 
1.11 ± 0.002 
 (27.67 ± 0.05) 
0.92 ± 0.01 
 (27.94 ± 0.3) 
0.88 ± 0.007 
(28.00 ± 0.2) 
Mapk14 
(p38a) 
1 ± 0.007 
 (27.65 ± 0.2) 
1.05 ± 0.01  
(27.58 ± 0.3) 
0.77 ± 0.006 
(28.02 ± 0.2) 
1.38 ± 0.01  
(27.18 ± 0.2) 
Dusp1 1 ± 0.005 (24.62 ± 
0.1) 
1.59 ± 0.004 (23.95 ± 
0.07)* 
1.79 ± 0.01* 
(23.78 ± 0.1) 
2.91 ± 0.05* 
(23.08 ± 0.4) 
Gapdh (21.34 ± 0.2) (21.73 ± 0.01) (21.48 ± 0.05) (21.65 ± 0.1) 
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Slika 4.2.2. Starenjem izazvane promene eksprimiranja elemenata MAPK signalnog puta u Lć. Lć su izolovane 
iz pacova starosti tri, šest, dvanaest i dvadeset četiri meseca zatim su lizirane i proteini su pripremljeni za Western blot 
analizu. Western blot analiza vršena je u prisustvu specifičnih anitela za ERK i pERK (A), JNK i pJNK(B),  P38 i pP38 
(C). Kao endogena kontrola korišćen je ACTB, na koji su normalizovani proteini od interesa, a aktivnost proteina je 
procenjena na osnovu odnosa fosforilisane i nefosforilisane forme. Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± 
SEM iz tri nezavisna eksperimenta. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i 
ostalih starosnih dobi.    
 
4.2.2.1. Efekat cAMP na promene eksprimiranja gena MAPK signalnog puta 
uzrokavne starenjem 
Lć tromesečnih i dvadesetčetvoromesečnih pacova su stimulisane 8-Br-cAMP (10-5M) u 
toku 2h. Nakon završene inkubacije ćelije su lizirane i RQ-PCR analizom je procenjena 
promena eksprimiranja Erk1, Erk2, Mapk8, Mapk11 i Dusp1 u starim Lć u odnosu na 
adultne Lć. Rezultati su pokazali izostanak efekta cAMP na eksprimiranje gena MAPK 
signalnog puta (Slika 4.2.2.1). 
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Slika 4.2.2.1. Efekat cAMP na promene eksprimiranja gena MAPK signalnog puta indukovane starenjem. Lć 
tromesečnih i dvadesetčetvoromesečnih pacova su zasađene i stimulisane 8-Br-cAMP (10-5M) u trajanju od 2h. Nakon 
stimulacije ćelije su lizirane i izolovana je RNK koja je poslužila za analizu eksprimiranja gena Erk1, Erk2, Mapk8, 
Mapk11 i Dusp1 RQ-PCR metodom uz upotrebu 500nM specifičnih prajmera i analiza je vršena u triplikatu za svaki 
pojedinačni gen. Rezultati su normalizovani na Gapdh (endogena kontrola) i predstavljaju srednje grupne vrednosti ± 
SEM iz tri nezavisna ogleda. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i 
dvadesetčetvoromesečnih pacova.   
 
4.2.3. Promene NO-cGMP-PRKG signalizacije u Lajdigovim ćelijama  
Smanjena funkcija Lć i postojanje faktora koji osim promene cAMP doprinose njenom 
nastajanju nametnulo je pitanje angažovanosti NO-cGMP-PRKG signalizacije u Lć starih 
pacova. Ovaj signalni put odabran je za dalja ispitivanja jer je uključen u regulaciju 
steroidogeneze (Valenti i sar., 1999), a prema široko prihvaćenoj hipotezi povećana 
produkcija ROS i reaktivnih vrsta azota (engl. Reactive nitric species, RNS) tokom 
starenja mogu biti povezane sa smanjenom produkcijom T+DHT (Chen i Zirkin, 1999). 
Uz to, NO reguliše cirkulaciju čiji poremećaji aktivno utiču na patogenezu promena 
strukture i funkcije testisa (Panigua i sar., 1987).   
Angažovanje NO-cGMP-PRKG signalizacije u obrazovanju Lć starog fenotipa je 
analizirano merenjem produkcije NO, određivanjem nivoa cGMP i analizom 
eksprimiranja elemenata ovog signalnog puta u Lć dvadesetčetvoromesečnih i 
tromesečnih pacova. Dobijeni rezulatati su pokazali da tokom starenja dolazi do povećane 
produkcije nitrita (stabilan produkt oksidacije NO) (Slika 4.2.3.A), koja je praćena 
povećanjem nivoa unutarćelijskog cGMP (Slika 4.2.3.B). U Lć starih životinja 
detektovano je povećanjet transkripcije Nos1, Nos2, Gucy1b i Prkg1, smanjenje 
transkripcije Nos3 dok je nivo transkripcije Pde5 ostao neizmenjen u odnosu na Lć 
REZULTATI 
 
63 
 
adultnih životinja (Slika 4.2.3.C). Povećano eksprimiranje Prkg1 praćeno je povećanim 
nivoom proteina (Slika 4.2.3.D).   
Slika 4.2.3. Efekat starenja na NO-cGMP-PRKG signalizaciju u Lć Wistar pacova.  Lć izolovane iz 
dvadesetčetvoromesečnih i tromesečnih pacova su zasađene (0.2x106) i inkubirane tokom 2h. Nakon inkubacije, 
kultivacioni medijum je sakupljen za određivanje nitrita (stabilan produkt NO) Grisovom metodom (A), a ćelije su 
lizirane radi merenje nivoa cGMP u ćelijskom sadržaju (B) ELISA testom kao i za analizu eksprimiranja gena RQ-
PCR metodom i proteina komponenata NO-cGMP-PRKG signalnog puta Western blot metodom (C i D). Rezultati 
predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda, vrednosti eksprimiranja gena i zastupljenosti 
proteina su normalizovane na vrednosti odgovarajuće endogene kontrole. *-statistički značajne promene na nivou 
p˂0.05 između tromesečnih kontrola i dvadesetčetvoromesečnih pacova. 
 
5.2.3.1. Različit efekat NO i cGMP na produkciju testosterona u Lajdigovim 
ćelijama starog fenotipa  
Poznato je da NO i cGMP u određenim koncentracijama imaju suprotan efekat na 
steroidogenezu (Andric i sar., 2007; Drewett i sar., 2002). Da bi definisali efekte ovih 
signalnih molekula na steroidogenezu u Lć starog fenotipa, ćelije poreklom od adultnih i 
starih životinja su inkubirane u prisustvu rastućih koncentracija DPTA (donor NO) i 8-
Br-cGMP (permeabilni analog cGMP), kao i u prisustvu L-arginina (supstrata za NOS) i 
aminoguanidina (inhibitora NOS). Dobijeni rezultati su pokazali da DPTA u 
koncentracijama od 0-10µM dozno-zavisno stimuliše produkciju nitrita i cGMP, ali je 
porast nivoa oba signalna molekula bio veći kod Lć starih pacova (Slika 4.2.3.1.A). 
Takođe, tretman sa DPTA je dozno-zavisno smanjio nivo cAMP u Lć poreklom od starih 
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životinja dok na Lć adultnih životinja nije imao efekta (Slika 4.2.3.1.A). U pogledu nivoa 
produkovanog T+DHT, registrovana je disocijacija efekata: DPTA je (u okviru 
ispitivanih doza) dozno-zavisno stimulisao produkciju T+DHT u Lć adultnih životinja 
dok je inhibisao produkciju T+DHT u Lć poreklom od starih životinja (Slika 4.2.3.1.A). 
Tretiranje Lć L-argininom imalo je gotovo iste efekte kao i inkubacija sa DPTA. Naime, 
tretman L-argininom doveo je do povećane produkcije nitrita i cGMP u Lć starih pacova 
uz značajno smanjenje nivoa cAMP i T+DHT (Slika 4.2.3.1.B). Primena aminoguanidina 
(inhibitor NOS) uklonila je efekte izazvane stimulacijom NOS i dodatno smanjila 
produkciju nitrita u Lć adultnih pacova (Slika 4.2.3.1.B).  
Sa druge strane, tretman Lć sa 8-Br-cGMP je dozno-zavisno stimulisao produkciju 
T+DHT u Lć obe starosne kategorije iako je stimulatorni efekat bio veći u Lć adultnih 
životinja (Slika 4.2.3.1.C-donji panel). Tretman sa 8-Br-cGMP nije značajno uticao na 
nivo cAMP u Lć adulta dok je povećao nivo cAMP u Lć starih životinja (Slika 4.2.3.1.C-
gornji panel). 
Dobijeni rezulatati sugerišu da je NO-cGMP-PRKG put angažovaniji u Lć starih pacova, 
i da je povećan nivo cGMP u starim Lć posledica povećane produkcije NO. Takođe je 
ustanovljeno da se stimulatorni efekat cGMP na produkciju T+DHT zadržava tokom 
starenja, ali i to da NO zavisna produkcija cGMP i samostalna primena cGMP ostvaruju 
različite efekte na produkciju T+DHT tokom starenja.  
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Slika 4.2.3.1. Zavisnost steroidogeneze od aktivnosti NO-cGMP-PRKG signalizacije – ex vivo. Lć tromesečnih i 
dvadesetčetvoromesečnih pacova (0.2x106) tretirane su rastućim koncentracijama DPTA (A), L-argininom (100µM) i 
aminoguandidinom (5mM) samostalno i u kombinaciji (B) kao i rastućim koncentracijama 8-Br-cGMP (C) u trajanju 
od 2h. Nakon sprovedenih tretmana sakupljen je medijum za merenje nivoa T+DHT (A, B, C) RIA metodom i nitrita 
(A,B) Grisovom metodom a ćelije su lizirane za određivanje nivoa cAMP i cGMP ELISA testom (A, B, C). *-statistički 
značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i dvadesetčetvoromesečnih pacova. #- statistički 
značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih ćelija i u okviru iste starosne dobi.   
 
5.2.3.2. Efekat inhibicije PDE5 na eksprimiranje gena steroidogene mašinerije u 
Lajdigovim ćelijama starog fenotipa- ex vivo pristup 
U cilju povećanja nivoa cGMP Lć tromesečnih i osamnaestomesečnih pacova tretirane su 
rastvorom sildenafila/viagra (inhibitor PDE5, 5mM), u prisustvu/odsustvu 
submaksimalnih koncentracija hCG. Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da 
pojedinačna primena hCG, kao i kombinacija hCG i sildenafila, dovodi do značajnog 
povećanja eksprimiranja Star, Cyp11a1, Hsd3b1/2 i Cyp17a1 uz značajno niži nivo 
eksprimiranja u Lć starog fenotipa (Slika 4.2.3.2). Samostalna primena sildenafila 
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pokazla je iste efekte, ali bez efekta na eksprimiranje Star u Lć starog fenotipa (Slika 
4.2.3.2.A).  
 
Slika 4.2.3.2. Efekat inhibicije PDE5 na eksprimiranje Star i gena steroidogene mašinerije – ex vivo. Lć 
tromesečnih i osmanaestomesečnih pacova su izolovane, zasađene (3x106), prestimulisane rastvorom sildenafila (5mM; 
15min/34 °C/5%CO2.)  i stimulisane rastvorom  hCG (5ng/ml; 6h/34 °C/5%CO2).  Iz ćelija je izolovana RNK koja je 
korišćena za analizu eksprimiranja gena RQ-PCR metodom u prisustvu 500nM prajmera specifičnih za Star (A), 
Cyp11a1 (B), Hsd3b1/2 (C) i Cyp17 (D) uz upotrebu Actb kao endogene kontrole. Rezultati predstavljaju srednje 
grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda, *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih 
kontrola i dvadesetčetvoromesečnih pacova.  #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i 
netretiranih ćelija   u okviru iste starosne dobi  
 
4.2.3.3. Efekat akutne inhibicije PDE5 na steroidogenezu i produkciju testosterona 
srednjovečnih i starih pacova - in vivo pristup 
Kako je ex vivo inhibicija PDE5 pokazala stimulatorni efekat na eksprimiranje gena 
odgovornih za sintezu T+DHT, pacovi stari tri, dvanaest i osamnaest meseci su pojeni 
rastvorom sildenafila (1.25mg/kg) dva časa pre žrtvovanja. Primena sildenafila dovela je 
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do značajnog povećanja nivoa T+DHT u serumu i u TIF u svim starosnim kategorijama 
(Slika 4.2.3.3.A,B). Nivo cGMP u TIF progresivno se povećavao sa starenjem, a tretman 
je dodatno povećao nivo cGMP kod tromesečnih i dvanaestomesečnih životinja bez 
efekta na osamnaestomesečne životinje (Slika 4.2.3.3.C). Nivo cAMP u TIF progresivno 
je opadao od dvanaestog do osamnaestog meseca. Primena sildenafila značajno je snizila 
nivo cGMP  kod tromesečnih pacova bez značajnog efekta na ostale starosne kategorije 
(Slika 4.2.3.3.D). 
Slika 4.2.3.3. Efekat in vivo akutne inhibicije PDE5 na produkciju T+DHT i ciklličnih nukleotida u Lć 
tromesečnih, dvanaestomesečnih i osamnaestomesečnih Wistar pacova. Tromesečni, dvanaestomesečni i 
osamnaestomesečni mužjaci pacova pojeni su rastvorom sildenafila/viagra (1.25mg/kg) 2h pre žrtvovanja. Nakon 
žrtvovanja izmeren je nivo T+DHT u serumu (A) i TIF (B) RIA metodom. Ostatak TIF iskorišćen je za određivanje 
nivoa cGMP (C) i cAMP (D) ELISA metodom. Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna 
ogleda. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između adultnih životinja i ostalih starosnih dobi. #- statistički 
značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih životinja u okviru iste starosne dobi. 
 
Kako je tretman sa sildenafilom povećao serumski T+DHT u svim starosnim 
kategorijama, usledila je analiza eksprimiranja pojedinih elemenata steroidogene 
mašinerije. Tretman sa sildenafilom je značajno povećao nivo StAR kao i nivo pStAR u 
ćelijama dvanaestomesečnih i osamnaestomesečnih pacova (Slika 4.2.3.3.1.A), ali bez 
promene u transkripciji gena u dvanaestom mesecu i porastom u osamnaestom mesecu 
života pacova (Slika 4.2.3.3.1.B-gornji panel). Ovakav nalaz sugeriše da porast cGMP 
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(Slika 4.2.3.3.1.C), nastao usled inhibicije PDE5, stimuliše posttranslacijsku modifikaciju 
StAR, a time i njegovo procesovanje u aktivnu formu u Lć dvanaestomesečnih i 
osamnaestomesečnih životinja kao i de novo sintezu proteina u Lć starih životinja. 
Tretman je takođe značajno stimulisao transkripciju Cyp11a1 u obe starosne kategorije 
(Slika 4.2.3.3.1.B-srednji panel), dok je u slučaju Cyp17a1 tretman bio efikasan samo kod 
osamnaestomesečnih životinja (Slika 4.2.3.3.1.B-donji panel). Dobijeni rezultati su u 
saglasnosti sa rezultatima dobijenim ex vivo pristupom. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.2.3.3.1. Efekat in vivo akutne inhibicije PDE5 na nivo i aktivnost StAR i transkripciju steroidogenih gena. 
Dvanaestomesečni i osamnaestomesečni mužjaci Wistar pacova pojeni su rastvorom sildenafila (1.25mg/kg) 2h pre 
žrtvovanja. Izolovane i zasađene Lć (3x106) su lizirane u cilju izolovanje proteina i RNK. Nivo StAR i pStAR određen 
je Western blot metodom uz normalizaciju na nivo ACTB (endogena kontrola) (A). Stepen eksprimiranja Star, Cyp11a1 
i Cyp17a1 ustanovljen je RQ-PCR metodom u prisustvu 500nM specifičnih prajmera i uz normalizaciju na endogenu 
kontrolu-Actb (B). Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz dva nezavisna ogleda. #-statistički 
značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih životinja u okviru iste starosne dobi.     
 
4.2.3.4. Efekat hronične inhibicije PDE5 na steroidogenezu i produkciju 
testosterona starih pacova - in vivo pristup 
S obzirom da ex vivo kao i in vivo akutna inhibicija PDE5 stimuliše steroidogenezu u Lć 
mladih i starih životinja, postavilo se pitanje efekata hronične inhibicije PDE5 na 
androgenu funkciju Lć i eventualnog odlaganja procesa starenja. Zbog toga su mužjaci 
pacova stari dvanaest meseci svakodnevno pili rastvor sildenafila (1.25mg/kg) u trajanju 
od tri i šest meseci. Kako bi ispitali održivost eventualnih efekata tretmana formirane su 
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i grupe koje su tretirane na isti način ali su žrtvovane mesec dana nakon završetka terapije 
sildenafilom. Osim pomenutih grupa, u tretman su uključeni i mužjaci pacova stari tri 
meseca (intaktna kontrola). Dobijeni rezultati potvrdili su hipofunkciju Lć tokom starenja 
iskazanu manjim nivoom T+DHT u serumu (Slika 4.2.3.4.A), TIF (Slika 4.2.3.4.B), 
sadržaju Lć (Slika 4.2.3.4.C) i manjim stepenom eksprimiranja Insl3 (Slika 4.2.3.4.D). 
Pozitivna korelacija između eksprimirajućeg profila Insl3 i T+DHT u Lć potvrdila je 
upotrebu Insl3 kao markera funkcionalnosti Lć (slika 4.2.3.4.E), a pozitivna korelacija 
između nivoa T+DHT u Lć i TIF potvrdila je manji androgeni kapacitet Lć tokom starenja 
(Slika 4.2.3.4.F). Takođe je ustanovljeno da starenje uzrokuje progresivno povećanje 
zapremine TIF (Slika 4.2.3.4.1. A) i progresivno povećanje nivoa nitrita u serumu starih 
životinja (Slika 4.2.3.4.1.B). Potvrđeni su i rezulatati povećane produkcije NO (nitrita) 
od strane starih Lć (Slika 4.2.3.4.1.C) kao i smanjen nivo cAMP (Slika 4.2.3.4.1.D) i 
povećan nivo cGMP (Slika 4.2.3.4.1.E). Negativne korelacije između nivoa nitrita u 
serumu i T+DHT u TIF (Slika 4.2.3.4.1.F) kao i između nivoa nitrita i T+DHT u Lć (Slika 
4.2.3.4.1.G) potvrđuju hipotezu da povećan nivo NO inhibiše produkciju T+DHT. 
Pozitivnom korelacijom između produkcije NO i nivoa cGMP u Lć (Slika 4.2.3.4.1.H), 
potvrđeno je da NO promoviše povećanu produkciju cGMP tokom starenja Lć i sugeriše 
na različite efekte NO i cGMP na steroidogenezu u Lć.  
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Slika 4.2.3.4. Efekat hronične inhibicije PDE5 na produkciju T+DHT i eksprimiranje Insl3 u Lć. Mužjaci pacova 
(4-5/grupi) starosti dvanaest meseci svakodnevno su pojeni rastvorom sildenafila/viagra (1.25 mg/kg) tokom tri i šest 
meseci. Osim eksperimentalne grupe, u oglede su uključeni i mužjaci koji su na isti način tretirani uz dodatnih mesec 
dana tratmana destilovanom vodom (oporavak) i tromesečne intaktne kontrole. Nakon tetmana određen je nivo T+DHT 
u serumu (A), TIF (B) i Lć (C) RIA metodom i izolovana je RNK radi analize eksprimirajućeg profila Insl3 (D) RQ-
PCR metodom. E, korelaciona veza između T+DHT i eksprimiranja Insl3 u Lć, korelaciona veza između nivoa T+DHT 
u kultivacionom medijumu i TIF (F). Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda. 
#-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih životinja iste starosne dobi. Sivi stubići 
predstavljaju SEM intaktne kontrole. R-koeficijent korelacije.     
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Tromesečni i šestomesečni tretman sildenafilom doveo je do značajnog povećanja nivoa 
T+DHT u serumu (Slika 4.2.3.4.A), TIF (Slika 4.2.3.4.B) i Lć (Slika 4.2.3.4.C) kao i do 
smanjenja akumulacije nitrita u serumu (Slika 4.2.3.4.1.B) i inkubacionom medijumu Lć 
(Slika 4.2.3.4.1.C). Primenom tretmana statistički značajno se povećao nivo cAMP (Slika 
4.2.3.4.1.D) i značajno snizio nivo cGMP (Slika 4.2.3.4.1.E). Takođe je ustanovljeno da 
tretman nije promenio starenjem uzrokovan profil eksprimiranja Insl3 (Slika 4.2.3.4.D), 
sugerišući da se u proces starenja uključuju i drugi faktori. S obzirom da je najveći broj 
ispitivanih parametara ostao stabilan i mesec dana nakon tretmana (Slika 4.2.3.4., 
4.2.4.3.1.) verovatno je da hronična primena sildenafila odlaže nastajanje 
hipofunkcionalnih Lć kod starih životinja.  
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Slika 4.2.3.4.1 Efekat hronične inhibicije PDE5 na signalizaciju Lć. Mužjaci pacova (4-5/grupi) starosti dvanaest 
meseci svakodnevno su pojeni rastvorom sildenafila/viagra (1.25mg/kg) tokom tri i šest meseci. Osim eksperimentalne 
grupe, u oglede su uključeni i mužjaci koji su na isti način tretirani uz dodatnih mesec dana tratmana destilovanom 
vodom (oporavak) i tromesečne intaktne kontrole. Nakon sprovedenog tratmana određen je volumen TIF (A), nivo 
nitrita u serumu (B) i inkubacionom medijumu Lć (C) Grisovom metodom kao i nivo cAMP (D) i cGMP (E) u sadržaju 
Lć ELISA testom. Na osnovu dobijenih parametara određena je korelaciona veza između nivoa nitrita u serumu i 
T+DHT u TIF (F), nitrita i T+DHT u Lć kao i nitrita i nivoa cGMP u Lć. Rezultati predstavljaju srednje grupne 
vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda.  #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih 
životinja iste starosne dobi. Sivi stubići predstavljaju SEM intaktne kontrole. R-koeficijent korelacije.  
 
Kako je hronična inhibicija PDE5 povećala nivo cAMP i produkciju T+DHT u Lć starog 
fenotipa, ispitan je efekat hronične inhibicije PDE5 na eksprimiranje fosfodiesteraza, 
gena steroidogene mašinerije i transkripcionih faktora koji regulišu steroidogenezu. 
Rezultati su pokazali da tromesečna i šestomesečna inhibicija PDE5 smanjuje nivo 
eksprimiranja cAMP-specifičnih fosfodiesteraza Pde4a, Pde4b i povećava nivo 
eksprimiranja dvojno-specifičnih fosfodiesteraza, Pde2a i Pde3a (Slika 4.2.3.4.2.A, 
Tabela 4.2.3.4.). Tretman nije imao efekta na smanjenje transkripcije Pde1a, Pde6a i 
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Pde8b usled starenja kao ni na povećanje transkripcije Pde1c, sem u slučaju 
šestomesečnog tretmana kada nije detektovana razlika između osamnaestomesečnih i 
adultnih životinja (Tabela 4.2.3.4.). Efekat tretmana izostao je i u slučaju Pde1b, Pde4d, 
Pde5a, Pde6d, Pde7a, Pde7b, Pde8a, Pde9a, Pde10a čiji se profil eksprimiranja nije 
menjao tokom starenja pacova (Tabela 4.2.3.4.). Nakon šestomesečnog tretmana nije 
detektovana razlika u eksprimiranju Star/StAR, Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1/2 i Hsd17b4 
u odnosu na tromesečnu kontrolu (Slika 4.2.3.4.2.B, Tabela 4.2.3.4.1.). Tromesečni i 
šestomesečni tretman je sprečio smanjenje ekspresije Sf1, ali bez efekta na promene u 
transkripciji Dax1 i Nur77 izazvane starenjem (Tabela 4.2.3.4.2.). Sprovedeni tretman 
nije imao uticaja na eksprimiranje Creb1 i Gata4 čiji se profil nije menjao tokom života 
pacova (Tabela 4.2.3.4.2.).  
 
 
Slika 4.2.3.4.2. Efekat hronične inhibicije PDE5 na eksprimirajući profil fosfodiesteraza i Star/StAR. Mužjaci 
pacova (4-5/grupi) starosti dvanaest meseci svakodnevno su pojeni rastvorom sildenafila/viagra (1.25mg/kg) tokom tri 
i šest meseci. Osim eksperimentalne grupe, u oglede su uključeni i mužjaci koji su na isti način tretirani uz dodatnih 
mesec dana tratmana destilovanom vodom (oporavak) i tromesečne intaktne kontrole. Nakon sprovedenog tretmana, iz 
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Lć (5x106) izolovana je RNK radi definisanja uticaja tretmana na eksprimirajući profil Pde2a, Pde4a, Pde4b i Pde3a 
(A) RQ-PCR metodom, a uticaj tretmana na nivo StAR definisan je Western blot metodom (B). Rezultati predstavljaju 
srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda uz normalizaciju na adekvatnu endogenu kontrolu. *-statistički 
značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i ostalih starosnih dobi.  #-statistički značajne promene 
na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih životinja iste starosne dobi.  
 
Tabela 4.2.3.4. Efekat hronične inhibicije PDE5 na promene eksprimiranja fosfodiesteraza uzrokovane 
starenjem. Mužjaci pacova (4-5/grupi) starosti dvanaest meseci svakodnevno su pojeni rastvorom sildenafila/viagra 
(1.25mg/kg) tokom tri i šest meseci. Osim eksperimentalne grupe, u oglede su uključene i tromesečne intaktne kontrole. 
Rezultati predstavljaju relativan stepen eksprimiranja gena u odnosu na tromesečne kontrole čiji je nivo eksprimiranja 
označen sa 1 i predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM triplikata iz tri nezavisna ogleda. Podaci u zagradi 
predstavljaju Ct vrednost svakog gena, *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i 
ostalih starosnih dobi #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih grupa u okviru 
iste starosne dobi.  
Gen Kontrola 
tri meseca 
Kontrola 
petnaest 
meseci 
Sildenafil 
petnaest 
meseci 
Kontrola 
osamnaest 
meseci 
Sildenafil 
osamnaest 
meseci 
Pde1a 1 ± 0.02 
(29.95 ± 0.60) 
0.30 ± 0.02* 
(31.69 ± 0.63)  
0.41 ± 0.05* 
(31.24 ± 1.60) 
0.52 ± 0.05* 
(30.89 ± 1.50) 
0.59 ± 0.05* 
(30.71 ± 1.50) 
Pde1b 1 ± 0.03 
(33.13 ± 0.99)  
1.3 ± 0.03 
(32.75 ± 0.98) 
1.3 ± 0.04 
(32.75 ± 1.31) 
0.92 ± 0.05 
(33.25 ± 1.66) 
1.15 ± 0.04 
(32.93 ± 1.3) 
Pde1c 1 ± 0.02 
(32.13 ± 0.64) 
1.52 ± 0.04* 
(31.53 ± 1.26) 
1.63 ± 0.04* 
(31.43 ± 1.26) 
1.48 ± 0.05* 
(31.56 ± 1.58) 
1.35 ± 0.03 
(31.70 ± 0.95) 
Pde2a 1 ± 0.06 
(32.54 ± 1.90) 
1.36 ± 0.04 
(32.09 ± 1.28) 
2.42 ± 0.03*# 
(31.27 ± 0.94) 
1.34 ± 0.05 
(32.12 ± 1.61) 
1.82 ± 0.05*# 
(31.68 ± 1.58) 
Pde3a 1 ± 0.05 
(32.54 ± 1.63) 
0.29 ± 0.05* 
(34.33 ± 1.72)  
1.38 ± 0.04# 
(32.07 ± 1.28)  
0.37 ± 0.03* 
(33.97 ± 1.02) 
0.89 ± 0.02# 
(32.71 ± 0.65) 
Pde3b 1 ± 0.02 
(31.32 ± 0.63) 
1.25 ± 0.04 
( 30.99 ± 1.24) 
1.24 ± 0.06 
(31.01 ± 1.86) 
1.27 ± 0.06 
(30.96 ± 1.86) 
1.34 ± 0.06 
(30.90 ± 1.80) 
Pde4a 1 ± 0.03 
(31.54 ± 0.95) 
1.63 ± 0.03* 
(30.84 ± 0.93) 
0.80 ± 0.04# 
(31.86 ± 1.27) 
1.71 ± 0.05* 
(30.77 ± 1.54) 
1.11 ± 0.4# 
(31.39 ± 1.26) 
Pde4b 1 ± 0.02 
(27.84  ± 0.56)  
1.78 ± 0.02* 
(27.01 ± 0.54) 
0.67 ± 0.03# 
(28.42 ± 0.85)  
1.83 ± 0.07* 
(26.97 ± 1.89) 
0.85 ± 0.06# 
(28.07 ± 1.68)  
Pde4d 1 ± 0.04  
(32.50 ± 1.30) 
1.25 ± 0.04 
(32.18 ± 1.30) 
1.32 ± 0.05 
(32.10 ±1.61) 
0.78 ± 0.05 
(32.86 ± 1.60)  
1.00 ± 0.03 
(32.50 ± 0.98) 
Pde5a 1 ± 0.06 
(32.13 ± 1.92) 
1.31 ± 0.05 
(31.74 ± 1.59) 
1.61 ± 0.05 
(31.44 ± 1.57 ) 
1.39 ± 0.04 
(31.65 ± 1.27) 
1.15 ± 0.05 
(31.93 ± 1.60) 
Pde6a 1 ± 0.05 
(33.13 ± 1.66) 
0.42 ± 0.03* 
(34.38 ± 1.03) 
0.36 ± 0.03* 
(34.60 ± 1.04) 
0.51 ± 0.04* 
(34.10 ± 1.36) 
0.32 ± 0.02* 
(34.77 ± 0.70) 
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Pde6d 1 ± 0.04 
(30.94 ± 1.24) 
0.79 ± 0.03 
(31.28 ± 0.94) 
0.76 ± 0.03 
(31.34 ± 0.94) 
0.86 ± 0.05 
(31.16 ± 1.56) 
0.99 ± 0.04 
(30.95 ± 1.24) 
Pde7a 1 ± 0.06 
(29.88 ± 1.79)  
1.16 ± 0.06 
(29.67 ± 1.78) 
1.57 ± 0.05 
(29.23 ± 1.46) 
1.04 ± 0.06 
(29.82 ± 1.79) 
0.98 ± 0.04 
(29.91 ± 1.20) 
Pde7b 1 ± 0.03 
(32.50 ± 0.98)  
1.03 ± 0.03 
(32.46 ± 0.97) 
0.87 ± 0.04 
(32.70 ± 1.31) 
0.94 ± 0.02 
(32.58 ± 0.65) 
0.86 ± 0.05 
(32.72 ± 1.64) 
Pde8a 1 ± 0.06 
(29.73 ± 1.78)  
0.87 ± 0.06 
(29.93 ± 1.80) 
1.07 ± 0.05 
(29.63 ± 1.48) 
1.05 ± 0.03 
(29.66 ± 0.89) 
1.18 ± 0.04 
(29.49 ± 1.20) 
Pde8b 1 ± 0.05 
(31.80 ± 1.59)  
0.42 ± 0.04* 
(33.05 ± 1.32) 
0.29 ± 0.05* 
(33.59 ± 1.68) 
0.48 ± 0.03* 
(32.86 ± 0.99) 
0.59 ± 0.06* 
(32.56 ± 1.95) 
Pde9a 1 ± 0.04 
(33.13 ± 1.33 ) 
1.19 ± 0.06 
(32.88 ± 1.97) 
1.49 ± 0.05 
(32.55 ± 1.63) 
1.09 ± 0.04 
(33.01 ± 1.32) 
1.47 ± 0.01 
(32.57 ± 0.33) 
Pde10a 1 ± 0.02 
(30.94 ± 0.62)  
0.82 ± 0.03 
(31.23 ± 0.94) 
0.85 ± 0.04 
(31.17 ± 1.25) 
1.04 ± 0.06 
(30.88 ± 1.85) 
0.94 ± 0.05 
(31.03 ± 1.55) 
 
Tebela 4.2.3.4.1. Efekat hronične inhibicije PDE5 na promene eksprimiranja gena steroidogene mašinerije 
indukovane starenjem. Mužjaci pacova (4-5/grupi) starosti dvanaest meseci svakodnevno su pojeni rastvorom 
sildenafila/viagra (1.25mg/kg) tokom tri i šest meseci. Osim eksperimentalne grupe, u oglede su uključene i tromesečne 
intaktne kontrole. Rezultati predstavljaju relativan stepen eksprimiranja gena u odnosu na tromesečne kontrole čiji je 
nivo eksprimiranja označen sa 1 i predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM triplikata iz tri nezavisna ogleda. 
Podaci u zagradi predstavljaju Ct vrednost svakog gena, *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između 
tromesečnih kontrola i ostalih starosnih dobi. #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i 
netretiranih grupa u okviru iste starosne dobi.  
Gen Kontrola 
Tri meseca 
Kontrola 
Petnaest 
meseci 
Sildenafil 
Petnaest 
meseci 
Kontrola 
Osamnaest 
meseci 
Sildenafil 
Osamnaest 
meseci 
Star 1 ± 0.02 
(20.36 ± 0.41) 
0.31 ± 0.08* 
(22.05 ± 1.80) 
0.47 ± 0.08* 
(21.45 ± 1.70) 
0.27 ± 0.08# 
(22.25 ± 1.80) 
0.75 ± 0.09# 
(20.77 ± 1.90) 
Cyp11a1 1 ± 0.06 
(21.60 ± 1.30) 
0.14 ± 0.06* 
(24.37 ± 1.50) 
0.23 ± 0.07# * 
(23.55 ± 1.65) 
0.54 ± 0.07* 
(22.82 ± 1.60) 
0.72 ± 0.04# 
(22.40 ± 0.90) 
Hsd3b1 1 ± 0.06 
(22.27 ± 1.34 ) 
0.96 ± 0.05 
(22.33 ± 1.11 ) 
0.80 ± 0.03 
(22.59 ± 0.68) 
0.57 ± 0.03* 
(23.08 ± 0.69) 
1.23 ± 0.04# 
(21.97 ± 0.87) 
Cyp17a1 1 ± 0.06 
(22.95 ± 1.38) 
0.45 ± 0.06* 
(24.10 ± 1.45 ) 
0.39 ± 0.03* 
(24.31 ± 0.73) 
0.31 ± 0.04* 
(24.64 ± 0.98 ) 
0.68 ± 0.06# 
(23.50 ± 1.41) 
Hsd17b4 1 ± 0.07 
(23.18 ± 1.62) 
0.52 ± 0.06* 
(24.13 ± 1.45) 
0.60 ± 0.04* 
(23.92 ± 0.96) 
0.51 ± 0.02* 
(24.15 ± 0.50) 
1.06 ± 0.07# 
(23.10 ± 1.62) 
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Tebela 4.2.3.4.2. Efekat hronične inhibicije PDE5 na promene eksprimiranja gena transkripcionih faktora-
regulatora steroidogeneze indukovane starenjem. Mužjaci pacova (4-5/grupi) starosti dvanaets meseci svakodnevno 
su pojeni rastvorom sildenafila/viagra (1.25mg/kg) tokom tri i šest meseci. Osim eksperimentalne grupe, u oglede su 
uključene i tromesečne intaktne kontrole. Rezultati predstavljaju relativan stepen eksprimiranja gena u odnosu na 
tromesečne kontrole čiji je nivo eksprimiranja označen sa 1 i predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM triplikata 
iz tri nezavisna ogleda. Podaci u zagradi predstavljaju Ct vrednost svakog gena, *-statistički značajne promene na nivou 
p˂0.05. između tromesečnih kontrola i ostalih starosnih dobi.  #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između 
tretiranih i netretiranih grupa u okviru iste starosne dobi.  
Gen Kontrola 
3 meseca 
Kontrola 
15 meseci 
Sildenafil 
15 meseci 
Kontrola 
18 meseci 
Sildenafil 
18 meseci 
Creb1 1 ± 0.03 
(27.63 ±0.83) 
0.95 ± 0.04 
(27.71 ± 1.11)  
1.11 ± 0.05 
(27.48 ± 1.37) 
1.02 ± 0.04 
(27.61 ± 1.10) 
1.19 ± 0.03 
(27.38 ± 0.82) 
Gata4 1 ± 0.02 
(27.54 ±0.55)  
1.12 ± 0.04 
(27.38 ± 1.09) 
1.08 ± 0.02 
(27.43 ± 0.55) 
1.07 ± 0.05 
(27.44 ± 1.37) 
1.20 ± 0.02 
(27.28 ± 0.55) 
Dax1 (Nr0b1) 1 ± 0.06 
(27.13 ± 1.63)  
0.58 ± 0.06 * 
(27.91 ± 1.67) 
0.42 ± 0.05* 
(28.38 ± 1.42) 
0.61 ± 0.02* 
(27.84 ± 0.56) 
0.59 ± 0.04 
(27.90 ± 1.12) 
Nur77 
(Nr4a1) 
1 ± 0.07 
(27.30 ± 1.91) 
3.33 ± 0.06* 
(25.56 ± 1.53)  
3.58 ± 0.07 
(25.45 ± 1.78) 
3.42 ± 0.03*  
(25.52 ± 0.77) 
3.54 ± 0.04 
(25.47 ± 1.02) 
Sf1 (Nr5a1) 1 ± 0.05 
(24.86 ± 1.2) 
 
0.34 ± 0.04* 
(26.42 ± 1.06) 
0.95 ± 0.03# 
(24.93 ± 0.75) 
0.33 ± 0.03* 
(26.46 ± 0.79) 
0.86 ± 0.05# 
(25.08 ± 1.25) 
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4.2.3.5. Efekat hronične inhibicije PDE5 na NO-cGMP-PRKG signalizaciju u 
Lajdigovim ćelijama starog fenotipa – in vivo pristup 
S obzirom na činjenicu da smanjena produkcija T+DHT korelira sa povećanom 
produkcijom NO tokom starenja i uz pozitivan efekat tretmana na produkciju T+DHT, 
ispitan je i efekat tretmana na eksprimiranje gena NO-cGMP-PRKG signalnog puta. 
Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da tromesečni i šestomesečni tretman smanjuje 
starenjem stimulisanu transkripciju Nos1, Nos2, Gucy1b3 i Prkg1 bez efekata na Nos3, i 
da je tretman takođe smanjio i starenjem povećan nivo PRKG1 i GUCY1B3 (Slika 
4.2.3.5.A,B,C).  
 
       
 
               
Slika 4.2.3.5. Efekat hronične inhibicije PDE5 na eksprimirajući profil komponenata NO-cGMP-PRKG 
signalnog puta. Mužjaci pacova (4-5/grupi) starosti dvanaest meseci svakodnevno su pojeni rastvorom 
sildenafila/viagra (1.25mg/kg) tokom tri i šest meseci. Osim eksperimentalne grupe, u oglede su uključeni i mužjaci 
koji su na isti način tretirani uz dodatnih mesec dana tratmana destilovanom vodom (oporavak) i tromesečne intaktne 
kontrole. Nakon sprovedenog tretmana, iz Lć (5x106) izolovana je RNK radi definisanja uticaja tretmana na 
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eksprimirajući profil Prkg1, Gucy1b3, Nos1 i Nos2 (A) RQ-PCR metodom, a uticaj tretmana na nivo PRKG1 i 
GUCY1B3 definisan je Western blot metodom (B). Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri 
nezavisna ogleda uz normalizaciju na adekvatnu endogenu kontrolu. *- statistički značajne promene na nivou p˂0.05 
između tromesečnih kontrola i drugih starosnih dobi #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih 
i netretiranih životinja iste starosne dobi.   
 
4.3. Uticaj starenja na energetsku homeostazu Lajdigovih ćelija 
4.3.1. Efekti hCG/cAMP i cGMP na parametre energetske homeostaze u  
Lajdigovim ćelijama sredovečnih i starih pacova – ex vivo pristup  
S obzirom na ekskluzivnu ulogu mitohondrija u sintezi steroidnih hormona, od interesa 
je bilo ispitati promene funkcionalnosti mitohondrija tokom starenja jedinke, njihov uticaj 
na produkciju T+DHT, kao i eventualni uticaj signalizacije posredovane cAMP i cGMP 
na detektovane promene. Kao indirektni parametri mitohondrijske aktivnosti korišćeni su 
nivo ATP, stepen potrošnje kiseonika u Lć, promena potencijala mitohondrijske 
membrane (ΔΨ) kao i stepen eksprimiranja gena važnih za funkciju mitohondrija. 
Rezultati su pokazali izmenjenu funkciju mitohondrija iskazanu povećanim nivoom ATP 
u dvanaestom mesecu (Slika 4.3.1.A) i smanjenom potrošnjom kiseonika u osamnaestom 
mesecu života (Slika 4.3.1.C) koje je pratila smanjena produkcija T+DHT od dvanaestog 
meseca (Slika 4.3.1.B). Signalizacija posredovana hCG/cAMP izazvala je dodatno 
povećanje produkcije ATP (Slika 4.3.1.A), potrošnje kiseonika (Slika 4.3.1.C) i nivoa 
T+DHT (Slika 4.3.1.B) u svim starosnim dobima uz manje vrednosti parametara 
dvanaestomesečnih i osamnaestomesečnih pacova u odnosu na tromesečne kontrole. 
Signalizacija posredovana cGMP (10-3M) dovela je do smanjenja nivoa ATP, povećanja 
potrošnje kiseonika i povećanja produkcije T+DHT u svim starosnim kategorijama (Slika 
4.3.1.A,B,C). Primena 8-Br-cGMP u dozi od 10-5M nije imala efekta na ispitivane 
parametre mitohondrijske funkcionalnosti (Slika 4.3.1.A,B). Analizom odnosa 
eksprimiranja jedarnih i mitohondrijskih gena ustanovljeno je da starenje ne menja 
značajno nivo eksprimiranja mitohondrijskog genoma (Slika 4.3.1.D) iako se uočava 
trend ka nižim vrednostima.  
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Slika 4.3.1. Efekat ex vivo inhibicije PDE5 na produkciju T+DHT, ATP i stepen potrošnje kiseonika u Lć 
tromesečnih, dvanaestomesečnih i osamnaestomesečnih Wistar pacova. A, Lć (2x106) tromesečnih, 
dvanaestomesečnih i osamnaestomesečnih mužjaka su izolovane i tretiarne sa 8-Br-cGMP (10-5 i 10-3M) i rastvorom 
hCG (5ng/ml) tokom 1h u vodenom kupatilu uz konstantno mešanje (34 °C/80 ciklusa/min). Nakon tretmana, ćelijska 
suspenzija je centrifugirana (1200xg/5min) i određen je nivo T+DHT u inkubacionom medijumu/supernatantu RIA 
metodom (B). Ćelijski talog je resuspendovan i liziran i pripremljen za određivanje nivoa ATP detektovanjem stepena 
luminiscencije (A). Lć adultnih i starih mužjaka (15x106) posađene su i tretirane sa 8-Br-cGMP (10-3M) i rastvorom 
hCG (5ng/ml) 1h/34 °C/5%CO2 nakon čega je ćelijska suspenzija upotrebljena za određivanje stepena potrošnje 
kiseonika Klarkovom elektrodom (C). Izolovane Lć (2x106) upotrebljene su i za RQ-PCR analizu eksprimiranja bmg2 
i Mt-nd1 (D). Rezultati predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda. *-statistički značajne 
promene na nivou p˂0.05 u odnosu na tromesečne kontrole. #- statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između 
tretiranih i netretiranih ćelija u okviru iste starosne dobi.  
 
Paralelno sa parametrima mitohondrijske funkcionalnosti praćen je profil eksprimiranja 
gena i nivo proteina odgovornih za eksprimiranje komponenata elektron transportnog 
lanca (Citohrom c oksidaza subjedinica 4/1/2 (engl. Citochrome c oxidase subunit 4, 
Cox4/1, Cox4/2)), Citohrom c (engl. Cztovhrome c, Cytc)); kontrolu mitohondrijske 
biogeneze (engl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha, 
Pprgc1a) (LeBleu i sar., 2014); kontrolu oksidativnog/neoksidatvnog metabolizma 
glukoze i kontrolu energetske iskorišćenosti (engl. Peroxisome proliferator-activated 
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receptor gamma coactivator 1-beta, Pprgc1b) (Park i sar., 2006); epigenetsku kontrolu 
ekspresije povezanu sa energetskim potrebama ćelije i detekcijom citosolnog 
NAD+/NADH odnosa (engl. Sirtuin 1, Sirt1) (Anderson i Prolla, 2009); kontrolu sinteze 
NAD (engl. Nicotinamide phosphoribosyltransferase, Nampt) (Imai, 2009); kontrolu 
antioksidativne zaštite (Nrf2) (Nguyen, 2009); kontrolu eksprimiranja gena odgovornih 
za regulaciju funkcije mitohondrija (Nrf1) (Yoboue i Devin, 2012); kontrolu ćelijskog 
odgovora na hipoksiju (engl. Hipoxia inducible factor 1-alpha, Hif1a) (Lin, 2004). 
Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da se sa starenjem progresivno smanjuje nivo 
eksprimiranja Cox4/1, Cox4/2, Pprgc1a, Pprgc1b, Sirt1 i Nampt, a povećava nivo Nrf2, 
Nrf1, Cytc i Hif1a (Slika 4.3.1.1.A). Analizom nivoa proteina ustanovljeno je da starenje 
uzrokuje značajan porast količine NRF2, AMPK (senzor energetske homeostaze, 
(Anderson i Prolla, 2009) kao i porast nivoa CYTC, ali bez statističke značajnosti (Slika 
4.3.1.1.B). Starenje je dovelo do smanjenja nivoa COX4 (Slika 4.3.1.1.B).  
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Slika 4.3.1.1. Starenjem uzrokovane promene eksprimiranja gena – regulatora energetske homeostaze. Lć 
(3x106) izolovane iz tromesečnih, dvanaestomesečnih i petnaestomesečnih ili starijih pacova korišćene su kao izvor 
RNK i proteina radi anliziranja eksprimiranja gena (A) RQ-PCR metodom u prisustvu 500nM specifičnih prajmera. 
Nivo proteina određen je Western blot metodom (B) upotrebom specifičnih primarnih i odgovarajućih sekundarnih 
antitela. Predstavljeni rezultati normalizovani su na nivo endogene kontrole Actb/ACTB i predstvljaju srednje grupne 
vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola 
i ostalih starosnih dobi.  
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 4.3.2. Efekat akutne inhibicije PDE5 na parametre energetske homeostaze u 
Lajdigovim ćelijama srednjovečnih i starih pacova – in vivo pristup 
Kako je ex vivo primena cGMP imala pozitivan efekat na produkciju T+DHT ispitano je 
i in vivo delovanje ovog sekundarnog glasnika na iste parametre. U cilju povećanja 
endogenog nivoa cGMP, mužjaci pacova starosti tri, dvanaest i osamnaest meseci pojeni 
su rastvorom sildenafila (1.25mg/kg) 2h pre žrtvovanja. Dobijeni rezultati su potvrdili 
povećanu produkciju ATP u Lć životinja starih dvanaest i osamnaest meseci (Slika 
4.3.2.A). Takođe, u istim ćelijama je detektovano povećanje Ψ koje je dostiglo statističku 
značajnost u osamnaestom mesecu (Slika 4.3.2.B). Hronološki izmenjena funkcionalnost 
mitohndrija potvrđena je i visokoim stepenom korelacije između produkcije ATP i Ψ 
(Slika 4.3.2.D).  Akutna primena sildenafila snizila je nivo ATP u slučaju tromesečnih i 
dvanaestomesečnih životinja i smanjila Ψ u svim ispitivanim starosnim grupama (Slika 
4.3.2.A,B). Tretman je takođe izazvao statistički značajno povećanje produkcije T+DHT 
kod tromesečnih i dvanaestomesečnih životinja, dok u slučaju osamnaestomesečnih 
životinja detektovan porast nije bio statistički značajan (Slika 4.3.2.C). Osim uticaja na 
parametre energetske homeostaze, u ćelijama dvanaestomesečnih životinja tretman je 
stimulisao eksprimiranje Cox4/1, Cox4/2, Sirt1 u odnosu na netretiranu kontrolu i doveo 
nivo eksprimiranja Hif1a na nivo adulta.  U ćelijama tromesečnih životinja tretman je 
značajno povećao eksprimiranje Pprgc1a i Cox4/2 (Slika 4.3.2.1).        
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Slika 4.3.2. Efekat akutne in vivo inhibicije PDE5 na energetsku homeostazu Lć i produkciju T+DHT tokm 
starenja pacova. Tromesečni, dvanaestomesečni i osamnaestomesečni mužjaci Wistar pacova pojeni su rastvorom 
sildenafila (1.25mg/kg) 2h pre žrtvovanja. Nivo ATP u ćelijskom sadržaju (2x106 Lć) je određen luminometrijskim 
merenjem (A) i u istim uzorcima određena je produkcija T+DHT (C) RIA metodom. Ostatak Lć (0.2x106/bunaru) 
upotrebljen je za fluorimetrijsko određivanje promene polarizivanosti mitohondrijske membrane (ΔΨ) (B). Rezultati 
predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 
između adultnih životinja i ostalih starosnih dobi. #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i 
netretiranih životinja u okviru iste starosne dobi. R-koeficijent korelacije.     
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Slika 4.3.2.1. Efekat akutne inhibicije PDE5 na profil eksprimiranja gena – kontrolora energetske homeostaze u Lć 
adultnih i sredovečnih pacovaTromesečni i dvanaestomesečni mužjaci Wistar pacova pojeni su rastvorom sildenafila 
(1.25mg/kg) 2h pre žrtvovanja a izolovane Lć (3x106) korišćene su kao izvor RNK. Uticaj tretmana na profil 
eksprimiranja gena ustanovljen je RQ-PCR metodom u prisustvu 500nM specifičnih prajmera. Predstavljeni rezultati 
normalizovani su na nivo endogene kontrole Actb i predstavljaju srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna 
ogleda. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i ostalih starosnih dobi. #-
statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih životinja u okviru iste starosne dobi.    
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4.3.3. Efekat hronične inhibicije PDE5 na parametre energetske homeostaze u 
Lajdigovim ćelijama srednjovečnih i starih pacova – in vivo pristup 
U skladu sa pozitivnim dejstvom dugotrajne primene sildenafila na produkciju T+DHT i 
sposobnost akutne primene sildenafila da normalizuje parametre mitohondrijske 
funkcionalnosti izmenjene usled starenja, cilj naredne etape istraživanja bio je ispitati 
hroničan efekat sildenafila na parametre mitohodrijske funkcionalnosti i androgeni 
kapacitet Lć. U skladu sa tim, šestomesečni i dvanaestomesečni mužjaci pacova 
svakodnevno su pojeni rastvorom sildenafila (1.25mg/kg) tokom šest meseci. Dugoročna 
inhibicija PDE5 izazvala je smanjenu produkciju ATP (Slika 4.3.3.A), smanjenje Ψ (Slika 
4.3.3.B) i povećanu produkciju T+DHT (Slika 4.3.3.C) u odnosu na netretiranu kontrolnu 
grupu životinja. Tretman je takođe ublažio smanjenje eksprimiranja Cox4/1, Pprgc1a, 
Pprgc1b, Nrf2, Cytc i Sirt1 i značajno smanjio eksprimiranje Hif1a u Lć 
dvanaestomesečnih i osamnaestomesečnih pacova (Slika 4.3.3.1.)  
Slika 4.3.3. Efekat hronične inhibicije PDE5 na energetsku homeostazu i androgeni kapacitet Lć. 
Šestomesečni i dvanaestomesečni mužjaci pacova pojeni su rastvorom sildenafila (1.25mg/kg) 
svakodnevno tokom šest meseci. Nivo ATP u ćelijskom sadržaju (2x106 Lć) je određen luminometrijskim merenjem 
(A) i u istim uzorcima određena je produkcija T+DHT (C) RIA metodom. Ostatk Lć (0.2x106/bunaru) upotrebljen je 
za fluorimetrijsko određivanje promene polarizovanosti mitohondrijske membrane (ΔΨ) (B). Rezulatati predstavljaju 
srednje grupne vrednosti ± SEM iz tri nezavisna ogleda. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između 
adultnih životinja i ostalih starosnih dobi. #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i 
netretiranih životinja u okviru iste starosne dobi. 
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Slika 4.3.3.1. Efekat hronične inhibicije PDE5 na profil eksprimiranja gena - kontrolora energetske homeostaze 
funkcije u Lć. Šestomesečni i dvanaestomesečni mužjaci pacova pojeni su rastvorom sildenafila 
(1.25mg/kg) svakodnevno tokom šest meseci nakon čega su izolovane Lć (3x106) korišćene kao izvor RNK. 
Uticaj tretmana na profil eksprimiranja gena ustanovljen je RQ-PCR metodom u prisustvu 500nM specifičnih prajmera. 
Predstavljeni rezultati normalizovani su na nivo endogene kontrole Actb i predstvljaju srednje grupne vrednosti ± SEM 
iz tri nezavisna ogleda. *-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tromesečnih kontrola i ostalih starosnih 
dobi. #-statistički značajne promene na nivou p˂0.05 između tretiranih i netretiranih životinja u okviru iste starosne 
dobi. 
 
Kako je hroničan tretman sildenafilom povećao produkciju T+DHT u dvanaestom i 
osamnaestom mesecu starosti uz normalizaciju parametara mitohondrijske aktivnosti i 
eksprimiranje gena odgovornih za funkcionisanje mitohondrija i redoks regulaciju 
ćelijske homeostaze, pretpostavlja se da je pozitivno dejstvo sildenafila na produkciju 
T+DHT posredovano njegovim pospešivanjem funkcije mitohondrija u Lć.    
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Starenje muškaraca prati sporo ali konstantno smanjenje produkcije T+DHT koje oko 
pete decenije života može dostići subfiziološke koncentracije usled poremećaja 
funkcionalnosti testisa (primarni hipogonadizam) ili hipotalamusa i adenohipofize 
(sekundarni hipogonadizam) (Basaria, 2014; Klotz, 2014; Tajar i sar., 2010; Paduch i sar., 
2013; Wang i sar., 2008). Subfiziološke koncentracije T+DHT u kombinaciji sa 
smanjenim libidom, erektilnom disfunkcijom i izostankom jutarnje erekcije predstavljaju 
klinički i biohemijski sindrom označen kao LOH (engl. Late onset hypogonadism) ili 
andropauza (Klotz, 2014; Lunenfeld i sar., 2015; Wang i sar., 2008). Osim seksualnih 
simptoma koji najviše koreliraju sa smanjenim nivoom T+DHT, tokom starenja se javlja 
čitav niz psiho-fizičkih promena uključujući zamor, smanjenje mišićne mase, povećanje 
masnih naslaga, osteoporozu, anksioznost, depresiju itd. (Araujo, 2011; Klotz, 2014; 
Lunenfeld i sar., 2015; Wang i sar., 2008). Od kada je definisan kao sindrom pa do danas, 
LOH se u literaturi najčešće označava kao kontraverzno stanje (Busnelli i sar., 2017), 
čemu najverovatnije doprinose problemi dijagnostikovanja LOH, mogućnost njegovog 
izostanka kod zdravih starih muškaraca i činjenica da veliki broj naučnika ističe da nivo 
T+DHT tokom starijeg životnog perioda oslikava zdravstveno stanje individue. Preciznije 
govoreći, još uvek ne postoji jasno mišljenje da li je nizak nivo T+DHT nakon pete 
decenije života uzrok ili posledica starenja, jer se zna da je smanjeno nivo T+DHT 
uzrokovan primarnim hipogonadizmom veoma redak i da se znatno češće javlja kao 
posledica nefunkcionisanja hipotalamusa, ahenohipofize i u slučaju hroničnih poremećaja 
uključujući gojaznost, dijabetes, hipertenziju, inflamatorni artritis itd. (Busnelli i sar., 
2017; Huhtaniemi, 2014).  
U skladu sa problemima koji prate dijagnostiku LOH, upitna je i njegova terapija. Prema 
odobrenju FDA (engl. Food and drug administration), zamenska terapija testosteronom 
(engl. Testosterone replacement therapy, TRT) prepisuje se u slučajevima hipogonadizma 
prouzrokovanih poremećajima rada testisa, adenohipofize ili mozga (Busnelli i sar., 
2017). Sa druge strane, poslednje dekade obeležila je intenzivna upotreba testosterona za 
tretiranje LOH, a preparati upotrebljivani u te svrhe označeni su sa „Low-T drugs“ 
(engl.Low testosterone drugs) (Kloner i sar., 2016). U kontekstu povećane primene TRT 
zanimljivo je istaći da je američka farmaceutska industrija tokom 2002. zaradila 324 
miliona $, u 2012. 2 milijarde $ i pretpostavlja se da će u 2020. taj broj iznositi oko 6.5 
milijardi $ (Busnelli i sar., 2017). Povećanoj upotrebi T+DHT svakako doprinose direktne 
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i indirektne farmaceutske kampanje kao i uticaj T+DHT na ljudsko ponašanje i njegovo 
označavanje kao „socijalni hormon“. U tom kontekstu veoma je rasprostranjeno mišljene 
da upotreba T+DHT može poboljšati performanse starijih muškaraca tokom stalne 
profesionalne i lične kompeticije sa mlađim muškarcima (Busnelli i sar., 2017). Nasuprot 
povećanoj primeni TRT, dostupna literatura navodi da je koristan efekat TRT potvrđen 
samo u slučaju povećanja mišićne mase, a da je spekulativan po pitanju seksualnih 
performansi, promena ponašanja, kognitivnih osobina i celokupne fizičke aktivnosti. 
Osim spekulativnog benefita, upotreba T+DHT dovodi se u vezu sa pojavom akni, 
ginekomastije, edema, kardiovaskularnih poremećaja, uvećanja prostate itd. Uz to, prema 
strogom kriterijumu, LOH je prisutan kod malog broja ispitanika od kojih bi većina imala 
korist od smanjenja telesne mase i promene životnih navika, a najmanji procenat 
ispitanika trebalo bi da prima TRT (Busnelli i sar., 2017).  
Eksperimentalni modeli korišćeni pri istraživanju staračkog hipogonadizma 
podrazumevaju prevashodno upotrebu pacova kao model organizma i različite ex vivo 
pristupe. U skladu sa problemima interpretacije dobijenih rezultata na humanu populaciju 
i brojne indirektne zaključke, ističe se potreba stalnog unapređivanja in vivo modela za 
dalja ispitivanja ovog kompleksnog fenomena (Beattie i sar., 2015; Huhtaniemi, 
2014;Wang i sar., 2008). U skladu sa tim, prvi cilj ove doktorske disertacije bio je 
defenisanje Wistar pacova kao modela za dalja istraživanja staračkog hipogonadizma, te 
su sve in vivo procedure rađene na pomenutom soju, a sve ex vivo procedure vršene su na 
primarnoj kulturi Lć i/ili primarnoj testikularnoj kulturi.  
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5.1. Starenje i promene endokrine funkcije Lajdigovih ćelija Wistar 
pacova 
Hronološki posmatrano, endokrine promene hipotalamo-hipofizno-gonadne osovine 
Wistar pacova manifestuju se smanjenjem nivoa T+DHT u serumu za 21.7% u 
dvanaestom mesecu i 48.2% nakon petnaestog meseca uz nepromenjen nivo LH. Niži 
nivo T+DHT u serumu praćen je i manjim nivoom T+DHT u Lć od petnaestog meseca i 
smanjenim eksprimiranjem Insl3/INSL3 od dvanaestog meseca života pacova. Prikazani 
rezultati u saglasnosti su sa literaturnim navodima prema kojima smanjenu produkciju 
T+DHT prati nepromenjen ili blago povišen nivo LH (Araujo i Wittert, 2011; Chen i sar., 
2002) upućujući na smanjenu funkcionalnost Lć tokom starenja pacova. Dodatna potvrda 
subfunkcionalnosti Lć je i nizak nivo INSL3 koji zajedno sa T+DHT predstavlja glavi 
endokrini produkt Lć i marker njihove funkcionlanosti tj. subfunkcionalnosti (Bay i 
Andersson, 2011; Colon i sar., 2007). Izneti rezultati jasno govore o prisustvu primarnog 
hipogonadizma tokom starenja Wistar pacova i svedoče da faktori mimo nivoa LH 
uzrokuju subfunkcionalnost Lć, što je i naknadno potvrđeno njihovim smanjenim 
steroidogenim kapacitetom i neadekvatnim odgovorom na hCG (analog LH). Nizak 
steroidogeni kapacitet Lć dvadesetčetvoromesečnih pacova ocenjen je smanjenom 
produkcijom T+DHT i PROG tokom stimulacije steroidogenim supstratima-
prekursorima u sintezi testosterona. Detektovan niži androgeni kapacitet u saglasnosti je 
sa literaturnim navodima dobijenim na Brown Norway soju pacova (Chen i sar., 2009; 
Luo i sar., 1996) i verovatno je posledica smanjenog eksprimiranja i aktivnosti enzima 
odgovornih za transport holesterola i sintezu T+DHT (Chen i sar., 2002). Paralelno sa 
opisanim istraživanjima izvršena je i provera sposobnosti Lć da odgovore na prisustvo 
hCG putem produkcije T+DHT i cAMP. Dobijeni rezultati pokazuju da se tokom života 
pacova odgovor Lć na hCG/LH konstantno smanjuje, i da je u slučaju submaksimalnih 
koncentracija gonadotropina smanjen odgovor Lć prisutan od šestog meseca, a u slučaju 
maksimalnih koncentracija od dvanaestog meseca života pacova. Neadekvatan odgovor 
Lć na stimulaciju hCG mogao bi se objasniti smanjenim eksprimiranjem Lhr što je u 
saglasnosti sa manjim brojem LHR u dubokoj starosti pacova (Chen i sar., 2002). 
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5.2. Starenje i promene ćelijske signalizacije uključene u regulaciju 
sinteze testosterona 
Za objašnjenje niske produkcije cAMP tokom starenja Lć postavljene su dve hipoteze. 
Prema prvoj hipotezi, niska produkcija cAMP reprezentovala bi smanjenu aktivnost 
membranskih ADCY i/ili smanjenu interakciju između LHR (G-protein kuplovani 
receptor) i membranskih ADCY, a prema drugoj hipotezi, nizak nivo cAMP bio bi 
posledica njegove intenzivne razgradnje od strane fosfodiesteraza. Kako bi se proverila 
prva hipoteza analiziran je profil eksprimiranja i nivo ADCY kao i nivo Gαs subjedinice 
receptora. Rezultati su pokazali da tokom života pacova ne dolazi do promena u 
eksprimiranju Adcy gena niti nivoa Gαs subjedinice, a čak je sa starenjem detektovano 
povećano eksprimiranje Adcy10 koje je potvrđeno i povišenim nivoom proteina. 
Izostanak smanjenog eksprimiranja Adcy i konstantan nivo Gαs subjedinice tokom života 
pacova u saglasnosti je sa literaturnim navodima (Chen i sar., 2002; Chen i sar., 2004) te 
bi se prva hipoteza mogla smatrati neosnovanom. U skladu sa drugom hipotezom je 
povećano eksprimiranje Pde4a i Pde4b koje pozitivno korelira sa smanjenom 
produkcijom T+DHT od dvanaestog meseca života pacova. Precziniji uvid u vezu između 
povećanog eksprimiranja Pde i smanjenog nivoa cAMP, dobijen je ispitivanjima tokom 
kojih su Lć tromesečnih i dvadesetčetvoromesečnih pacova tretirane forskolinom, 
samostalno i u prisustvu IBMX. Upotrebom forskolina kao direktnog stimulatora 
membranskih ADCY „zaobilazi“ se aktivacija ADCY putem receptora, dok je IBMX 
korišćen kao neselektivni inhibitor PDE uključujući PDE1 sa IC50 pri koncentraciji od 
4µM i PDE 2/3/4/5/6/7/10/11 sa IC50 pri koncentracijama od 2 do 100µM (Beavo, 1995). 
Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da samostalno primenjen forskolin dozno-zavisno 
povećava nivo cAMP i T+DHT, ali uz značajno niže vrednosti oba parametra u slučaju 
dvadesetčetvoromesečnih pacova. Kombinacija forskolina i IBMX dovela je do dozno-
zavisnog povećanja količine cAMP i T+DHT u obe ispitivane grupe, ali bez značajnih 
razlika između grupa. Dobijeni rezultati opravdavaju hipotezu o ulozi PDE tj. PDE4A i 
PDE4B u starenjem promovisanom smanjenju nivoa cAMP i u skladu su sa ranijim 
nalazima (Andric i sar., 2010) prema kojima Lć eksprimiraju više izoformi PDE (Pde4a, 
Pde4b, Pde4d Pde7a, Pde7b, Pde8a i Pde8b) od kojih većina učestvuje u kontroli LHR-
cAMP signalizacije.  
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S obzirom na ulogu cAMP u genomskoj (hroničnoj) kontroli steroidogeneze, opravdano 
je pretpostaviti da smanjenje njegovog nivoa u Lć izaziva promene eksprimiranja gena 
odgovornih za transport holesterola i sintezu T+DHT. Izneta pretpostavka u saglasnosti 
je sa detektovanim smanjenim eksprimiranjem Cyp11a1 i Cyp17a1 od dvanaestog 
meseca, Star od petnaestog meseca i Hsd17b4 od osamnaestog meseca. Predstavljeni 
rezultati ukazuju na to da su Cyp11a1 i Cyp17a1 najosetljiviji na promene izazvane 
starenjem, a u celosti odgovaraju promenama eksprimiranja pomenutih gena kod Brown 
Norway pacova (Chen i sar., 2009; Luo i sar., 1996). Kako je cAMP genomska kontrola 
steroidogeneze posredovana većim brojem transkripcionih faktora, uključujući 
CRE/CREB (Payne i Youngblood, 1995), SF1, GATA, NUR77 i DAX1 (Lavoie i King, 
2009), usledila je ocena njihovog eksprimirajućeg profila. Najvažniji rezultati pokazali 
su da od dvanaestog meseca starosti opada eksprimiranje Sf1 i Dax1 i da se eksprimirajući 
profil Creb1a i Gata4 nije menjao tokom života pacova. Kako se smanjenje eksprimiranja 
Cyp11a1 i Cyp17a1 poklapa sa smanjenim eksprimiranjem transkripcionih faktora (SF1 
i DAX1) i smanjenom produkcijom cAMP, i našim rezultatima potvrđena je zavisnost 
eksprimiranja steroidogenih gena od statusa cAMP i SF1 (Lavoie i King, 2009). Za sada 
nije poznat uzrok raličitog eksprimiranja transkripcionih faktora tokom starenja, a 
svakako je moguće da različito kombinovanje stimulatora i represora tokom starenja 
progresivno inhibiše eksprimiranje steroidogenih gena.   
    
5.2.1. Promene u funkcionisanju cAMP signalnog puta uzrokovane starenjem  
S obzirom da cAMP signalni put predominantno koordiniše steroidogenezu, od interesa 
je bilo ispitati postoje li i kakav je manir promena njegovih komponenata tokom starenja 
pacova. Nepromenjen nivo eksprimiranja detektovan je u slučaju Gαs subjedinice i 
Adcy3/5/6/7, dok je porast eksprimiranja zapažen u slučaju Pde4a/b i Adcy9/10. Povećano 
eksprimiranje ADCY10 moglo bi se objasniti njenom ulogom metaboličkog senzora 
(Chang and Oude-Elferink, 2014) što bi dalje sugerisalo na postojanje veze između 
metaboličkih promena i cAMP signalizacije u Lć starog fenotipa, kao i na postepene 
promene metabolizma Lć od adultnog perioda. Uz to, ex vivo pristupom ustanovljeno je 
da ADCY10 učestvuje u održavanju ukupnog nivoa cAMP u Lć, a shodno činjenici da se 
radi o citoplazmatskom proteinu spekulativna je i kompartmanizacija cAMP. U kontekstu 
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pomenutih promena tokom starenja se ističe i povećano eksprimiranje 
Prkar2a/PRKAR2A koja takođe učestvuje u pozicioniranju PRKA (Wong i Scot, 2004). 
Stoga bi se i povećan nivo ove subjedinice mogao tumačiti u svetlu kompartmanizacije 
cAMP/PRKA signalnizacije tokom starenja Lć. 
Poznato je da transkripcija steroidogenih gena zavisi od cAMP (Dufau, 1998; Haider 
2004), pa je stoga proverena i mogućnost da analog cAMP normalizuje starenjem 
uzrokovane promene u eksprimiranju gena regulatora steroidogeneze i komponenata 
cAMP signalne kaskade. Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da tretman povećava nivo 
eksprimiranja Sf1 i Nur77 iznad nivoa adultne kontrole, dok je nivo ekspirimiranja 
Cyp11a1, Cyp17a1 i Star povećan ali bez dostizanja nivoa detektovanog kod adultnih 
životinja. Povećano eksprimiranje steroidogenih gena moglo bi se objasniti direktnim 
delovanjem CRE/CREB sistema ili indirektno stimulacijom transkripcije Sf1 i/ili Nur77 
jer je poznato da SF1 stimuliše transkripciju Star (Hiroi i sar., 2004), Cyp11a1 
(Moroshashi i sar., 1992) i Cyp17a1  (Dammer i sar., 2007), a aktiviranje LH-cAMP 
kaskade intenzivira transkripciju Nur77 (Martin i Trembley, 2010). Kako tretman nije 
uspeo da normalizuje nivo eksprimiranja ostalih gena (Adcy10, Pde4a/b, Prkar2a, 
Prkaca) i dovede nivo T+DHT na nivo adultne kontrole očigledno je da postoje faktori 
koji osim smanjenog nivoa cAMP doprinose subfunkcionalnosti Lć tokom starenja. U 
saglasnosti sa iznetim zaključkom, dalja ispitivanja usmerena su u pravcu istraživanja 
veze između MAPK i NO-cGMP-PRKG signalizacije i subfunkcionalnosti Lć koja 
nastaje sa starenjem.   
 
5.2.2. Promene MAPK signalizacije uzrokovane starenjem 
Prema široko prihvaćenoj hipotezi, starenje je posledica oksidativnih oštećenja usled 
povećane produkcije oksidativnih radikala (Beattie i sar. 2013; Chen i sar., 2009) i 
promena koje nastaju kao posledica stresom aktivirane signalizacije, uključujući 
aktivaciju P38 i JNK (Droge, 2002). Pomenuta hipoteza primenljiva je i na Lć jer osim 
oksido-redukcionih procesa elektron transportnog lanca, ROS nastaje i tokom 
katalitičkog delovanja CYP enzima (Hanukoglu, 2006), a P38 i JNK/c-JUN signalizacija 
učestvuje u kontroli eksprimiranja steroidogenih gena (Lee i sar., 2009; Svechinkov i sar., 
2003; Yu i sar., 2005; Zheng i sar., 2014). S obzirom na to da starenje prati povećan nivo 
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ROS (Beattie i sar. 2013; Chen i sar., 2009) i suprimirana steroidogeneza sa niskim 
eksprimiranjem Star i Cyp17 (Chen  i Zirkin, 1999; Peltola i sar., 1996) pretpostavlja se 
da povećana produkcija ROS aktivira JNK i inhibiše eksprimiranje komponenata 
steroidogene mašinerije. U skaladu sa pretpostavkom, naši rezultati su pokazali povećan 
nivo fosforilisane/aktivirane JNK1 od šestog meseca dok je povećan nivo JNK1 
detektovan u dvadeset četvrtom mesecu života pacova. U svetlu literarturnih navoda 
verovatno je da povećana aktivnost JNK1 utiče na suprimiranu steroidogenezu 
reproduktivnog starenja. Osim JNK sistema, ROS aktivira i P38 proteinsku familiju 
(Manna i Stocco, 2011) koja takođe učestvuje u kontroli eksprimiranja Star i Hsd3b 
(Svechinkov i sar., 2003; Yu i sar., 2005; Zheng i sar., 2014). Prema našim rezultatima, 
eksprimiranje p38/P38B je redukovano od šestog meseca, što dalje ukazuje na njenu 
uključenost u suprimiranje steroidogeneze tokom starenja. Zavisnost inhibicije P38 i 
suprimirane steroidogeneze pokazana je i u drugim sistemima (Abidi i sar., 2008), a 
potencijalni razlog suprimiranja steroidogeneze mogao bi biti izostanak dejstva DAX1 
(Yu i sar., 2005). Posledice nefunkcionisanja DAX1 faktora poznate su u vidu smanjenja 
veličine testisa, smanjene spermatogeneze, smanjene funkcionalnosti Sertolijevih ćelija 
(Sć) i Lć i neplodnosti (Jeffs i sar., 2001; Meeks i sar., 2003; Yu i sar., 1998), dakle 
stanjima sličnim reproduktivnom starenju.  
Uz JNK i P38, i ERK1/2 sistem je uključen u kontrolu steroidogeneze, kontrolom 
eksprimiranja i aktivacije Star/StAR (Manna i Stocco, 2011; Manna i sar., 2007; Manna 
i sar., 2006; Brion i sar., 2011; Gyles i sar., 2001; Poderoso i sar., 2008). Našim 
rezultatima pokazan je bifazni profil eksprimiranja Erk1/2 sa porastom u dvanaestom i 
smanjenjem u dvadeset četvrtom mesecu što prati profil eksprimiranja Nur77. S obzirom 
da Nur77 kontroliše steroidogenezu (Kovalovsky i sar., 2002; Wingate i Arthur, 2006) i 
transkripciju Star (Martin i Trembley, 2010) moguće je da ERK1/2-NUR77 sistem 
obezbeđuje stabilan nivo eksprimiranja Star u sredovečnom periodu života pacova i 
uzrokuje njegovo smanjenje u dubokoj starosti.   
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Slika 5.2.2. Starenjem uzrokovane promene nivoa T+DHT, cAMP i MAPK signalizacije u Lć Wistar 
pacova 
 
5.2.3. Promene NO-cGMP-PRKG signalizacije uzrokovane starenjem 
Kako tretiranje Lć analogom cAMP nije imalo efekta na promene komponentata MAPK 
signalnog puta uzrokovane starenjem, pristupilo se ispitivanju uloge NO-cGMP-PRKG 
signalne kaskade u smanjenoj funkcionalnosti Lć starog fenotipa. Prema našim 
rezultatima, starenje Lć prati povećana produkcija NO i cGMP kao i povećano 
eksprimiranje Nos1, Nos2, Gucy1b/GUCY1B, Prkg1/PRKG1 bez promena u 
eksprimiranju Pde5. Povećana produkcija NO verovatno je posledica povećanog 
eksprimiranja Nos1/2 što je u saglasnosti sa detektovanom povećanom aktivnosti NOS 
tokom starenja Lć (Ruffoli i sar., 2001). Povećano eksprimiranje Gucy1b/GUCY1B i 
Prkg1/PRKG1 moglo bi se dovesti u vezu sa hipoksijom (Jernigan i sar., 2003) koja 
nastaje u testisima starih životinja kao posledica promena krvnih sudova (Hatakeyama i 
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sar., 1966; Holstein i sar., 1988; Regadera i sar., 1985; Sweeney i sar., 1991; Takizawa i 
Hatakeyama, 1978) i povećane produkcije ROS (Lysiak i sar., 2009). Poznato je da NO 
suprimira steroidogenezu (Chen i sar., 2009; Weissman i sar., 2005) i ispoljava negativan 
efekat na druge ćelije testisa (Hikim i sar., 2005) što je potvrđeno i našim rezultatima 
prema kojima visoke doze NO inhibišu produkciju T+DHT ex vivo, a smanjenje 
produkcije T+DHT obrnuto korelira sa nivoom nitrita i cGMP in vivo. Inhibitorno dejstvo 
NO na proces steroidogeneze posledica je njegovog vezivanja za hem grupu CYP enzima 
(Del Punta i sar., 1996; Drewett i sar., 2002) i nezavisno je od cGMP (Andric i sar., 2007).  
U skladu s tim stimulacija Lć starog fenotipa analogom cGMP povećala je produkciju 
T+DHT, a stimulacije donorom NO i supstratima za NOS su smanjile produkciju T+DHT 
(ex vivo).  Predstavljenim rezultatima potvrđena je dualna modulacija Lć starog fenotipa 
NO u smislu pozitivnog dejstva putem cGMP i negativnog dejsta zavisnog od NO, što 
odgovara postojećoj literaturi (Valenti i sar., 1999).  
Shodno pozitivnom dejstvu cGMP, naredne etape istraživanja sprovedene su u cilju 
povećanja nivoa cGMP nezavisno od NO, te je vršena ex vivo i in vivo (akutna i hronična) 
inhibicija PDE5 primenom sildenafila koji predstavlja specifični inhibitor PDE5 (Corbin 
i Francis, 1999). Sprovedeni in vivo tretmani ublažili su smanjenje T+DHT u serumu, TIF 
i Lć uz povećano eksprimiranje gena steroidogene mašinerije i povećanje nivoa StAR i 
pStAR. Hronična primena sildenafila dovela je do povećanja nivoa cAMP i povećanja 
eksprimiranja Sf1, smanjenja produkcije NO i normalizovanja eksprimiranja 
komponenata NO-cGMP-PRKG signalne kaskade. Povišen nivo cAMP mogao bi biti 
posledica smanjenog eksprimiranja cAMP specifičnih fosfodiesteraza, ali i posledica 
inhibicije PDE3A i PDE3B usled povećanja nivoa cGMP (Liu i Maurice, 1998; Rienhardt 
i sar., 1995). Iako nema podataka o direktnom uticaju NO-cGMP-PRKG kaskade na 
eksprimiranje SF1, pozato je da nitrozilacija SF1 faktora inhibiše njegovu aktivnost i 
inhibiše eksprimiranje Star i Cyp11/17 (Sewer i Waterman, 2003; Zhao i sar., 2007). 
Stoga je opravdano pretpostaviti da smanjena produkcija NO nakon tretmana 
sildenafilom povećava aktivnost SF1. Povišen nivo cAMP u kombinaciji sa povećanim 
eksprimiranjem Sf1 mogao bi prouzrokovati povećano eksprimiranje komponenata 
steroidogene mašinerije, uključujući eksprimiranje StAR. Povećan nivo pStAR u 
saglasnosti je sa literaturnim navodima (Janjic i sar., 2012) i mogao bi biti direktna 
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posledica aktivnosti PRKG1 (Andric i sar., 2007) ili aktivnosti drugih signalnih kaskada 
uključujući ERK1/2 (Zaragosa i sar., 2002). 
Kako sildenafil menja mikrocirkulaciju u testisima i povećava oksigenaciju tkiva (Morelli 
i sar., 2011; Vignozzi i sar., 2006; Vignozzi i sar., 2008), detektovani pozitivni efekti i 
povećana zapremina TIF mogli bi biti i posledica indirektnog delovanja sildenafila. U 
skladu sa tim poznat je pozitivan uticaj vaskularizacije testisa na produkciju T+DHT 
(Damber i sar., 1978) kao i pozitivna veza između dostupnosti kiseonika i steroidogeneze 
u testisima (Quinn i Payne, 1984). Takođe je poznato da hipoksija povećava nivo GUCY 
i PRKG1 (Jernigan i sar., 2003), a da smanjuje nivo CYP11 i CYP17 (Mayers i sar., 
2005). S tim u vezi, moguće je da sildenafil povećanjem vaskularizacije testisa smanjuje 
stepen hipoksije te smanjuje eksprimiranje komponenata NO-cGMP-PRKG1 signalne 
kaskade i nivo cGMP, a da povećanjem eksprimiranja CYP enzima doprinosi povećanoj 
produkciji T+DHT.      
Povećana produkcija T+DHT nakon primene sildenafila u saglasnosti je i sa kliničkim 
istraživanjima (Spitzer i sar., 2013) prema kojima korisnici sildenafila imaju povećan 
nivo serumskog T+DHT i smanjen nivo LH, pomenuta studija i rezultati ove teze upućuju 
na testis kao ciljni organ za sildenafil. Ipak, i pored pozitivnog dejstva, primena 
sildenafila nije promenila profil eksprimiranja Insl3 što ukazuje da starenjem indukovana 
subfunkcionalnost Lć nije isključivo posledica statusa NO-cGMP-PRKG signalnog puta. 
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Slika 5.2.3. Starenjem uzrokovane promene nivoa T+DHT i NO-cGMP signalizacije u Lć Wistar 
pacova. Efekti hronične inhibicije PDE5 na eksprimiranje komponenata NO-cGMP signalnog puta. 
 
5.3. Starenje i energetska homeostaza Lajdigovih ćelija 
Dobijenim rezultatima ustanovljeno je da starenje Lć prati izmenjena funkcionalnost 
mitohondrija koja se manifestuje smanjenom potrošnjom kiseonika, hiperpolarizacijom 
unutrašnje mitohondrijske membrane (ΔΨ) i povećanom produkcijom ATP. Smanjena 
potrošnja kiseonika tokom starenja prisutna je i u drugim sistemima (Greco i sar., 2003) 
i verovatno je posledica smanjene dostupnost kiseonika u testisima (Dominguez i sar., 
2011) usled različitih promena njihovih krvnih sudova (Hatakeyama i sar., 1966; Holstein 
i sar., 1988; Regadera i sar., 1985; Sweeney i sar., 1991; Takizawa i Hatakeyama, 1978). 
Prisustvo hipoksije u testisima manifestuje se brojnim morfo-funkcionalnim promenama 
(Farias i sar., 2005; Liao i sar., 2010; Saxena, 1995), uključujući smanjenu brojnost Lć 
(Gosney, 1984) i smanjenu produkciju T+DHT (Farias i sar., 2008; Benso i sar., 2007) 
što je potvrđeno i našim rezultatima. Detektovana hiperpolarizacija mitohondrijske 
membrane mogla bi biti posledica povećanog nivoa ROS tokom starenja Lć (Chen i sar., 
2001). Osim toga, pokazana je i pozitivna korelacija između hiperpolarizacije 
mitohondrijskih kristi i produkcije ROS (Banki i sar., 1999; Li i sar., 1999). Na prisustvo 
hipoksije i povećanu produkciju ROS ukazuje i povećano eksprimiranje Hif1a i 
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Nfr2/NRF2 tokom starenja, jer se zna da hipoksija povećava eksprimiranje Hif1a (Collins 
i sar., 2012; Ziello i sar., 2007) što indukuje eksprimiranje Nrf2 odgovornog za kontrolu 
eksprimiranja enzima antioksidativne zaštite (Nguyen i sar., 2009). Uz to, hipoksično 
okruženje nastaje i u uslovima povećanog nivoa ROS što vodi stabilizaciji HIF1a (Lysiak 
i sar., 2009) u Lć. U kontekstu rezultata ove teze i povećane produkcije NO uzrokovane 
starenjem, naročito se ističe njegova uključenost u hiperpolarizaciju mitohondrijskih 
kristi Jurkat ćelija (Beltran i sar., 2002) i NO-zavisnu inhibiciju mitohondrijske biogeneze 
(Navarro i Boveris, 2007) što je u skladu sa smanjenim eksprimiranjem Ppargc1a, 
Ppargc1b i Sirt1 tokom starenja Lć. S obzirom da su predstavljeni rezultati dobijeni 
upotrebom primarne kulture Lć, detektovana povećana produkcija ATP mogla bi biti 
posledica hiperpolarizacije unutrašnje mitohondrijske membrane i blago povećanog 
nivoa CYTC (Midzak i sar., 2011). Povećanje eksprimiranja Cytc/CYTC moglo bi se 
dovesti u vezu sa povećanom produkcijom ROS koja aktivira AMPK (Jäger i sar., 2007; 
Yoboue i sar., 2012; ) i pojačava  eksprimiranje Nrf1 (Sulisman i sar., 2003; Yu i Yang, 
2010) odgovornog za kontrolu eksprimiranja CYTC (Biswas i Chan, 2009; Schultz i sar., 
2010). Izmenjenoj redoks regulaciji Lć sigurno doprinosi i smanjenje eksprimiranja 
Nampt koji predstavlja senzor NAD+/NADH odnosa (Romacho i sar., 2013), kao i 
smanjeno eksprimiranje COX4/1 i Cox4/2 što je takođe u saglasnosti sa literaturnim 
navodima (Petrosillo i sar., 2013).    
 
5.3.1. Uticaj cAMP i cGMP signalizacije na funkcionalnost mitohonrija tokom 
starenja Lajdigovih ćelija  
Kako bi se ustanovio nezavistan uticaj cAMP i cGMP na parametre mitohondrijske 
funkcionalnosti, Lć tromesečnih, dvanaestomesečnih i osmanaestomesečnih životinja 
tretirane su sa hCG i cGMP (ex vivo).  Ex vivo primena hCG dovela je do povećanja 
produkcije T+DHT i povećanja potencijala unutrašnje mitohondrijske membrane što je 
najverovatnije posledica povećanja nivoa cAMP i njegovog direktnog delovanja (Allen., 
2006). Povećan nivo cAMP mogao bi aktivirati CREB koji pojačava mitohondrijsku 
respiraciju (Herzig i sar., 2000) čime bi se mogao objasniti povećan nivo ATP. Ex vivo 
primena cGMP izazvala je povećanje produkcije T+DHT što je u saglasnosti sa ranijim 
rezultatima LaRES (Andric i sar., 2007) kao i predstavljenim rezultatima ove teze i 
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najverovatnije je posledica aktivacije StAR od strane PRKG1. Smanjenje produkcije ATP 
tokom primene cGMP moglo bi biti posledica inhibitornog delovanja cGMP na aktivnost 
mitohondrija (Brown 2001), a povećana potrošnja kiseonika mogla bi biti rezultat 
izmenjenog metabolizma Lć i npr. povećane oksidacije glukoze (Recchia i sar., 1999; 
Young i sar., 1997; Young i sar., 1998). 
U skladu sa ex vivo delovanjem analoga cGMP usledila je ocena mitohondrijske 
funkcionalnosti nakon akutnog i hroničnog tretiranja pacova rastvorom sildenafila.  In 
vivo primena sildenafila (akutna i hronična) normalizovala je parametre mitohondrijske 
aktivnosti i povećala produkciju T+DHT u Lć starih pacova. Povećana produkcija 
T+DHT mogla bi biti posledica direktnog dejstva sildenafila na Lć ili indirektnog dejstva 
na vaskularni sistem i povećanu oksigenaciju testisa. Pozitivno dejstvo tretmana na 
parametre mitohondrijske funkcionalnosti moglo bi se razmatrati u kontekstu pozitivnog 
dejstva sildenafila na redoks regulaciju Lć i nekih markera mitohondrijske biogeneze. 
Prema našim rezultatima, akutna i hronična primena sildenafila značajno smanjuje 
eksprimiranje Hif1a, što je verovatno posledica povećane oksigenacije tkiva i u skaldu je 
s literaturnim navodima (Volkan i sar., 2015). Takođe je poznato da sildenfil ima 
antioksidativno dejstvo (Inan i sar., 2015, Zahran i sar., 2015) i da povećava eksprimiranje 
komponenata elektron transportnog lanca (Whitaker i sar., 2013) što je u skladu sa 
povećanim eksprimiranjem Nrf2, Cox4/1, Cox4/2 i Cytc nakon akutnog i hroničnog 
tretmana sildenafilom. Uz to, sildenafil stimuliše mitohondrijsku biogenezu (Whitaker i 
sar., 2013) što je u skladu sa povećanim eksprimiranjem Pprgc1a, Pprgc1b, Sirt1, Nrf1 
nakon tretmana sildenafilom.  
Sumarno posmatrano verovatno je da sildenafil povećava oksigenisanost tkiva i doprinosi 
uspostavljanju redoks homeostaze Lć pozitivnim delovanjem na neke markere 
mitohondrijske biogeneze i aktiviranjem mehanizama oksidativne zaštite čime pospešuje 
njihovu steroidogenu funkciju. 
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Slika 5.3.1 Uticaj starenja na eksprimiranje komponenata steroidogene mašinerije, regulatora 
energetske homeostaze i parametre energetske homeostaze. Efekti akutne i hronične inhibicije PDE5 
na eksprimiranje komponenata steroidogene mašinerije, regulatora energetske homeostaze i 
parametre energetske homeostaze. 
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Shodno postavljenim ciljevima istraživanja i na osnovu predstavljenih rezultata doneti su 
sledeći zaključci: 
 
1. Starenje Wistar pacova karakteriše se razvojem primarnog hipogonadizma, 
izmenjenom signalizacijom i energetskom homeostazom u Lajdigovim 
ćelijama.  
 
- Primarni hipogonadizam kod Wistar pacova konstatovan je na osnovu 
smanjenog nivoa T+DHT u serumu počevši od dvanaestog meseca starosti, 
nepromenjenog nivoa LH i smanjenog eksprimiranja Insl3/INSL3 u Lć. Od 
dvanaestog meseca smanjeno je eksprimiranje Cyp enzima (Cyp11a1, 
Cyp17a1), a kasnije i eksprimiranje ostalih komponenata steroidogene 
mašinerije (Star/StAR, Hsd3b1/2/HSD3B, Hsd17b4) kao i eksprimiranje 
regulatora steroidogeneze (Sf1, Dax1, Nur77).   
 
- Prve promene u cAMP i MAPK signalizaciji javljaju se u u šestom mesecu 
starosti (povećanje eksprimiranja ADCY10 i aktivacije JNK). Kasnije tokom 
života dolazi do smanjenja eksprimiranja Lhr, smanjenja nivoa cAMP i 
povećanja eksprimiranja ADCY9, Pde4a, Pde4b, Prkar2a i PRKAR. Promene 
MAPK signalizacije karakteriše bimodalno eksprimiranje Erk1/ERK1 
(povećanje do dvanaestog i smanjenje od dvanaestog meseca), smanjeno 
eksprimiranje Erk2, Mapk11 (P38b), P38 i povećano eksprimiranje Mapk2k1, 
Dusp1 i JNK1. 
 
- Starenje Lć prati povećana aktivnost NO-cGMP signalizacije iskazane 
povećanom produkcijom NO i povećanim nivoom cGMP; povećanim 
eksprimiranjem Nos1, Nos2, Gucy1b, Prkg1/PRKG1.      
 
- Sa starenjem Lć dolazi do promena u energetskoj homeostazi Lć iskazanih 
povećanom produkcijom ATP, smanjenom potrošnjom kiseonika i 
povećanom polarizovanošću unutrašnje mitohondrijske membrane. 
Detektovane promene u skladu su sa izmenjenim eksprimiranjem gena 
(smanjenje eksprimiranja Cox4/1, Cox4/2, Pprgc1a, Pprgc1b, Sirt1 i Nampt; 
povećanje eksprimiranja Nrf2, Nrf1, Cytc i Hif1a) i proteina (povećanje nivoa 
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NRF2, AMPK; smanjenje nivoa COX4) odgovornih za funkcionisanje 
mitohondrija i energetsku homeostazu Lć.    
 
2. Nizak nivo cAMP nije jedini uzročnik smanjene funkcionalnosti Lajdigovih 
ćelija tokom starenja; cAMP i cGMP različito regulišu energetsku 
homeostazu Lajdigovih ćelija tokom starenja; Visok nivo cGMP dvojako 
reguliše steroidogenezu u Lajdigovim ćelijama starog fenotipa. Inhibicija 
PDE5 pozitivno utiče na energetsku homeostazu Lajdigovih ćelija starog 
fenotipa. 
 
- Ex vivo stimulacija Lć starog fenotipa sa cAMP nije povećala nivo T+DHT na 
nivo produkcije detektovanog kod adultne kontrole. Tretman nije 
normalizovao sve promene eksprimiranja komponenata cAMP i MAPK 
signalnog puta, upućujući na postojanje drugih faktora koji osim niskog nivoa 
cAMP doprinose subfunkcionalnosti Lć starog fenotipa.      
 
- Akutna inhibicija PDE5 sildenafilom (in vivo) dovodi do povećanja nivoa     
T+DHT u serumu i TIF sredovečnih i starih pacova. Povećana produkcija 
T+DHT u skaldu je sa povećanim eksprimiranjem i aktivacijom StAR kao i 
povećanim eksprimiranjem Cyp enzima u Lć sredovečnih i starih pacova (ex 
vivo). Na osnovu dobijenih rezultata zaključuje se da inhibicija PDE5 
povećava nivo cGMP koji povećava aktivaciju StAR i eksprimiranje gena 
steroidogene mašinerije čime povećava produkciju T+DHT.  
    
- Hronična inhibicija PDE5 (in vivo) povećava produkciju T+DHT u serumu, 
TIF i Lć starih pacova, a smanjuje nivo NO u serumu i inkubacionom 
medijumu Lć i nivo cGMP u Lć. Predstavljeni rezultati u saglasnosti su sa 
rezultatima ex vivo ispitivanja i ukazuju da povećan nivo cGMP zavisan od 
NO inhibiše steroidogenezu, dok povećan nivo uzrokovan inhibicijom PDE5 
stimuliše steroidogenezu. Kako je tretman povećao nivo cAMP i smanjio nivo 
cAMP specifičnih PDE, moguće je da je povećana produkcija T+DHT 
posredovana i pozitivnim dejstvom tretmana na cAMP signalizaciju u Lć.    
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- cAMP signalni put uzrokuje povećanje nivoa ATP i potrošnje    kiseonika, dok 
cGMP izaziva smanjenje (normalizovanje) produkcije ATP i povećava 
potrošnju kiseonika (ex vivo).    
 
- Akutna i hronična inhibicija (in vivo) PDE5 izazvala je smanjenje nivoa ATP 
i polarizovanosti mitohondrijske membrane u Lć sredovečnih i starih pacova. 
Akutni tretman je doveo i do povećanja eksprimiranja Cox4/1, Cox4/2, Cytc, 
Sirt1 i smanjenog eksprimiranja Hif1a u Lć dvanaestomesečnih pacova. 
Hronični tretman je ublažio smanjenje eksprimiranja Cox4/1, Pprgc1a, 
Pprgc1b, Nrf2, Cytc i Sirt1 i značajno smanjio eksprimiranje Hif1a u Lć 
dvanaestomesečnih i osamnaestomesečnih pacova  
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и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или 
даваоца лиценце, чак и у комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих 
лиценци. 
2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од 
стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну 
употребу дела. 
3. Ауторство - некомерцијално – без прераде. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или 
употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране 
аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу 
дела. У односу на све остале лиценце, овом лиценцом се ограничава највећи обим 
права коришћења дела.  
 4. Ауторство - некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате 
умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе 
име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се 
прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца не 
дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 
5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, 
ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца 
лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 
6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на 
начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 
дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 
комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 
односно лиценцама отвореног кода. 
 
 
 
 
 
 
 
